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大腸菌 の染色体複 製 の 開始反応 は 、複 製周期 を制 御 す る段 階 であ り
細胞周 期 との共役 のためもっ とも重 要な調節機能 を担 って いる。現在 、
開始反応 に対 して制御機能 を持 つ こ とが わか っている蛋 白質 は、唯一、
DnaA蛋白質であ る。DnaA蛋白質 は染色 体複製起点oricに結合 し、開
始反応 の引 き金 として機能 す る。invivoにおいて は、DnaA蛋 白質 の
量 的変化 に よって複 製 開始頻度 が設定 され うる こ とが 示 され てい る。
一方、invitroではDnaA蛋白質の質 的 な状 態変 化 が複 製 開始活 性 に影
響 を及 ぼす こ とが示 された。 しか し、invivoではそ の ような調節系 の
存在 は示 されていなか った。
申請 者 は、invivoにおけ るDnaA蛋白質(dnaA遺伝 子)に よる新 し
い複製 開始 制御 を調べ るた め、GroE蛋白質(GroEL蛋 白質 とGroES
蛋 白質)の 大量供給 による、高 温感受性dnaA46変異 の抑 制系 を利 用 し
た。 この様 な抑制株 は高温 耐性 を獲得 す る と同時 に低 温感 受性 とな る
ことが 知 られ ていた。 この低 温感 受性 に注 目 して行 っ た解析 の結果 と
考 察 をま とめて以下 に示 す。
(1)問題 の低 温感受 性 はλフ ァー ジよ の野生 型dnaA+遺伝 子 の導 入 に
ょって失 われない。 つ ま り?低 温感受性 に関 してdnaA46変異 は優 性 で
ある。
(2)問題 の低 温 感受性 は、oricにもDnaA蛋白質 に も依存 しない染色
体 複製系(安 定DNA複製)の 導入 に よって も解消 しない。
以上2つ の事実 より、低温 にお いて増殖 に対 す る積 極 的 な 阻害機
構が ある こ とが示唆 され、 よって、低 温で もGroE蛋白質 とDnaA蛋白
質が相互作用 している可 能性が考 え られ る。
(3)高温 で増殖 中の抑 制株 を低温 に移 行 する と、蛋 白質合成 に依存 し
ないで、染色体が過剰 に複製 する。少 な くとも低温移行時か ら4時間、
増加 し続 け、総DNA量 は移行時の4倍量 を越 した。
(4)この過剰複製 は リファンピシン感 受性 である。特 に、 開始反応 が
阻害 される と思 われ、oricでの開始反応 の特性 と一致 する。
(5)oric,terC(複製 終結点)の 遺伝子量 を定量 して、過剰複 製時 にお
ける時 間 的変化 を求めた と ころ、oric部位 か らの複製 開始 が裏付 け ら
れた。
また、(4),(5)の結果 か らは、4時間 の問 に、 新 たな複 製 開始が繰
り返 し起 こっている こ とが示唆 された。
(6)イムノブ ロッテ ィング法 に よ り定量 された、抑制株 でのDnaA蛋
白質量 は野生株 と実質 的 に変 わ らなか った。
この事実 は、invivoにおけ る開始 制御 にお い て、少 な くとも、
DnaA蛋白質の量 による調節が唯一 ではないこ とを示す。
GroE蛋白質 は、いわゆる 「シ ャペ ロ ン」 蛋 白質であ り、蛋 白質 の
折 りた たみ構造 の維持 を補助 する。 これ を基 に、DnaA蛋白質 の特異 な
高次構 造 に よる複製 開始 の制御 のモデ ルを提 唱 した。
ところで.大 腸菌 にはRNaseH(rnh遺伝 子)欠 損下 で、DnaA蛋白質
にもorfCにも依存 しない複製 系、安定DNA複 製 が構成 的 に発現 す る。
安定DNA複 製 の開始 は蛋 白質 合成 に も非依存 である。 この複 製系 の 開
始反応 の分子機構 に関 して は、 ほ とん ど未解 明 の まま残 され ている 。
ここでは、 開始機構 を知 る端緒 を得 るため、dnaArnh二重 欠損条件 下
で宿主 に致死 性 を与 えるプ ラス ミ ドの解 析 を行 な った。 まず この プ ラ
ス ミ ドが 安定DNA複 製 を阻害 するこ とを明 らかに した。次 に、 プラス
ミ ド上 の阻害 因子 を詳細 に解析 す るこ とに より、β一ラク タマ ー ゼの大
量発現が 安定DNA複 製 阻害 の主原 因で あるこ とが判 明 した。 また、宿
主変異 に よる復 帰変異株 を分離 し解析 した。染 色体 由来 のあるDNA断





第1章 「DnaA蛋白質の過剰供給 と蛋 白質合成 に依存 しない、
染色体 複製 の過剰 開始」
結果
第1節GroE蛋 白質過剰供給 に よって起 こる、
dnaA46変異株 の低温感受性 は優 性形 質
であ る
第2節oricに 依存 しない染色体複 製系 の導入 に
よって、pGroEによるdnaA46変異抑 制株 の低 温
感受性 は失 われない














過剰複製 の開始反応 の転写反応 に依存 する
過剰 開始 はoriC部位 か ら起 こっている








過剰 開始 はDnaA蛋白質量 の過剰供給 を伴 って
いない
dnaA46(Cos)変異 による過剰 開始 との比較
過去 に観 察 された、高温感受性dnaA変異 によ
る過剰 開始
GroE蛋白質 の機能 か ら見 た、変異DnaA蛋白
質 の過剰 開始 に対 する挙動
第2章 「β一ラ ク タ マ ー ゼ の 過 剰 供 給 は 安 定DNA複 製 を
阻 害 す る」
結 果
第1節mini・ ・F-pBR322複合 プ ラ ス ミ ドpZK58は 、























pBR322上におけ る、YT297株に対 す る
増殖阻害 因子
sopAプロモ ーター を持つ プラス ミ ドに よる
安定DNA複製 の阻害
1acプロモー ター を持つpBR322由来 プラス ミ ド
による安定DNA複 製 の阻害
抑制変異株 の分離 と解析
mini-F-pBR322複合 プラス ミ ドによるYT297株
の高温致死








大腸菌 の染色 体複製 は、開始反応 、伸長 反応、終結反 応 の3反応 に区
分 され る。 通 常 、開始 反 応 は複 製起点oricで起 こ り、両 方 向 に新 生
DNAの合成が 進む。特 にこの 開始反応 は複製周 期 を制御 す る段 階であ
り、開始反応 の周期 的制御 は細胞 周期 との共役 のため もっと も重要 な
調節機 能 を担 ってい るに拘 わ らず、 その分子 的 メ カニ ズ ムの解 明は極
くわずか しか進 んでいない[79]。
1963年、Jacobらは、 レプ リコンモデル(図1)と いう非常 に画期 的
な制御 モ デ ルを提 出 した[35]。彼 らは、 自律複 製単 位 を レプ リコン と
名付 け、複 製 開始 に必要 な イニシエー ター蛋 白質、 イ ニシエ ーター が
結合 し複製開始にcisに働 く領 域 レプ リケー ターを仮定 した。 ここで は、
複製 開始 はイ ニシエ ー ター に よる正の制御 を受 けるので ある。現在 ま
で、大腸 菌 のDNA複製制御 の研 究 においては、 その多 くが、基礎 的 制
御 構造 と しての レプ リコンモデルに、何 らかの関わ りを持 って きた。
大腸菌 の染色体 複 製機 構 が レプ リ コンモデル に適 合 する部分 は、 ま
ず、複製 開始 にcisに働 くレプリケーター として、複製起点oric(図2)
が特定 されて いる こ とであ る[86]。oricは通常、染色体 上唯 一 の複 製
起点 で あ り、 この領 域 を含 む制限酵素断 片 はプ ラス ミ ドとして自律 複
製 しうる[84]。
一方、 イニ シエー ター として 、現 在 まで、た だ1つ の候 補 とな って
きている蛋 白質 はDnaAである[22、32]。DnaA蛋白質 は複製 開始 に特 異
的 に作 用 し、oric内に4か所 の特 異 的 な塩 基 配列(DnaABox)を認 識
して結合 する[21、56]。
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図1レ プ リ コ ン ・モ デ ル
イ ニ シ エ ー タ ー 蛋 白 質 に よ る 正 の 自 律 的 制 御 を 表 わ す 。SGIは
イ ニ シ エ ー タ ー 構 造 遺 伝 子 を示 す 。 文 献 よ り[33]転載 。
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図20ricの 塩 基 配 列 とoric周辺 の 構 造
A.の 下 図 に お い て はminimal-oricの塩 基 配 列 を 示 し た 。2つ の
下 向 き矢 印 の 間 が 最 小 配 列 。 文 献[86]より改 変 し て 転 載 。
B.で は 、minimal-oriCの構 造 め 特 徴 を模 式 的 に 示 し た 。13は
ATに 富 む13-mer配列 ・AはDnaA-Boxを 示 す 。 文 献[10]より改 変
して 転 載 。
2
DnaA蛋白 質 は 、 ま さ に 、 複 製 開 始 の 引 き 金 と し て 機 能 す る こ とが 、
invitroの再 構 成 実 験 系 の 詳 細 な研 究 か ら 明 ら か と な っ た(図3)。
DnaAはoricに結 合 す る と、oric内左 側 に3回 連 続 し て 存 在 す るATに
富 む 配 列(13-mer配 列)を わ ず か に 開 裂 さ せ る[9]。こ の 複 合 体 に 、
DnaB(ヘリ カ ー ゼ)、DnaCが 作 用 し て さ ら に 開 裂 部 分 を 広 げ 、 生 じた
一 本 鎖DNA上 にDnaG(プラ イ マ ー ゼ)に よ っ て プ ラ イ マ ー が 形 成 さ れ
る[4]。そ して 、 こ こ で の ヌ ク レ オ チ ド重 合 反 応 を境 界 に し て伸 長 過 程
に移 行 す る の で あ る(複 製 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 表1に ま と め た)[57]。
DnaA蛋白質 が イ ニ シ エ ー タ ー と して 考 え ら れ る の は 、oricに結 合 す る
こ と以 外 に 、DNA複 製 に 特 異 的 に 関 与 し、 しか も、 開 始 反 応 の み に 必
須 と な る 、 た だ1つ の 蛋 白質 で あ る こ とが 、 第1の 理 由 で あ る 。
と こ ろ で 、 大 腸 菌 の 分 裂 周 期 に お い て 、 染 色 体 の 複 製 開 始 は 、 開 始
点 当 た りの細 胞 質 量 が あ る 一 定 の 値 に 達 した と き に起 こ る 。 こ の と き
の 細 胞 質 量 を 、 開 始 質 量(initiationmass)と言 う[16]。こ の 開 始 質 量 の
観 察 と レ プ リ コ ン説 と を合 わ せ て 考 え る な ら ば 、 も っ と も 単 純 な モ デ
ル は 、 イ ニ シ エ ー タ ー は 細 胞 質 量 の 増 加 と比 例 し て細 胞 内 に 蓄 積 し て
い く と す る こ とで あ る 。 そ の た め に は イ ニ シ エ ー タ ー は細 胞 内 で 一 定
濃 度 に保 た れ て い な け れ ば な らな い 。 実 際 に 、dnaA遺 伝 子 は 自 己 産 物
に よ っ て負 の 制 御(autoreguletion)を受 け て い る こ とが 明 ら か と な っ た
[1、11、48、80]。ま た 、DnaA蛋 白 質 は 、 菌 の 分 裂 周 期 を通 じて 一 定
の 割 合 で 合 成 さ れ 続 け 、 安 定 に存 在 す る た め 、 直 線 的 に 蓄 積 し続 け る
と推 測 さ れ る[68]。こ れ ら は 、 先 の 条 件 に よ く合 う。
さ ら に 、 分 裂 速 度 が 高 い 培 養 条 件 で は 細 胞 内 のDnaA量 も 多 い こ と
[12]、ま た 、DnaA蛋 白 質 を 過 剰 供 給 す る と、oricの開 始 頻 度 が 上 が る
こ とが 示 さ れ[2、66、81]、DnaAがイ ニ シ エ ー タ ー で あ る こ と を暗 示







































・・P論き£… 噌一 一B`'1'・騨 馨PR,P_G
r7c。MPLE)(
可30ricに お け る 開 始 反 応
DnaA蛋 白 質 は4つ の9-mer配列(DnaABox)に 結 合 し て 、 開 始 複

















































































































































































こ とが 示 さ れ た[53、73]。
以 上 の よ う に 、DnaAが 複 製 開 始 頻 度 の 決 定 因 子 で あ り、 一 面 で は イ
ニ シ エ ー タ ー にふ わ しい 性 格 を持 つ 、 す な わ ち 、 そ の 量 に依 存 し て 開
始 の 時 期 が(し た が っ て 、 頻 度 が)自 動 的 に決 ま っ て し ま う 機 構 が 存
在 して い る こ とは 確 か で あ る と思 わ れ る 。 に も か か わ ら ず 、 単 純 に そ
れ が 唯 一 の 制 御 機 構 で あ る と も思 わ れ な い 。 そ の 理 由 は 、 ま ずoriCプ
ラ ス ミ ドが 宿 主 のorfρと共 存 し て複 製 可 能 だ か ら で あ る[84]。しか も
こ のorfCプラ ス ミ ド も正 常 な 複 製 周 期 の 制 御 下 に あ る ら し い[52a]。
oric配列 はpBR322など の 高 コ ピ ー 数 プ ラ ス ミ ドに ク ロ ー ン化 さ れ て も
宿 主 菌 の 成 長 を 妨 げ な い[74]。しか も、oric-pBR322複合 プ ラ ス ミ ド
がtransにあ る場 合 、dnaA遺 伝 子 の転 写 量 は せ い ぜ い3倍 程 度 しか 増
加 し て い な い[48]。こ れ ら は 先 の 、 開 始 質 量 の 決 定 の モ デ ル と の 矛 盾
を は ら ん で い る 。 さ ら に 、DnaA蛋 白 質 が 安 定 で あ る こ と か ら細 胞 内 で
大 き な 量 的 変 化 は あ りそ う も な く、 分 裂 周 期 に し た が っ た 、 た か だ か
2倍 程 度 の 変 化 で 十 分 な 制 御 が 可 能 で あ る の か と い う 疑 問 も 、 決 し て
無 視 で き な い[68]。
一 方 、invitroにお い て 、 再 構成 さ れ た複 製 系 か ら は 、 さ ら に新 しい 、
DnaA機能 の 制 御 が あ る こ とが 示 され た(図4)。 まず 、 第1に 、DnaA
蛋 白 質 はATP、ADPと 強 く結 合 す る こ とが わ か っ た 。 そ れ ぞ れ の 結 合
型 は 、DnaA蛋 白 質 のDNAへ の 結 合 は 同様 に 起 こ る が 、13-mer配列 の
開 裂 とoricの複 製 は 、ATP結 合 型 で の み 見 ら れ た[70]。次 に 、ADP結
合 型DnaAか らのADPの 解 離 が 、 膜 成 分 で あ る カ ル デ ィ オ リ ピ ン に よ っ
て 促 進 さ れ る こ と が わ か っ た[71、85]。さ ら に 同 様 な機 能 が 、cAMP
に も あ る こ と が 明 ら か と な っ た[33]。こ れ ら、 生 化 学 的 な 研 究 の 結 果
はfnvivoにお い て もDnaA蛋白 質 の 活 性 調 節 に よ っ て 複 製 開 始 が 制 御 さ
れ て い る こ と を無 理 な く想 像 させ る も の で あ る 。 し か しな が らinvivo




文献[33]を基 に改変 を加 えた。CL
はカルディオリピンを示す。
DNA
にお い てはDnaA蛋白質 の質 的変 化 に よっ てoricの開始頻 度が 制御 さ
れ るこ とを明確 に示 した研 究 はない。
本研 究 で は、 まず、oriCでの複 製開始 頻度が 顕著 に増加 している に
も拘 わ らず、DnaA蛋白質 の量 に有意 な増加 はない とい う現 象 を見 い だ
した 。 これ は、invivoにお いて もDnaA蛋白質 の質 的変化 に よっ て
oriCの開始頻度が調節 され うる ことを示 している。
と こ ろ で 、 特 殊 な 遺 伝 的 条 件 下 で は 高 温 感 受 性dnaA変 異 株 の 制 限 温
度 で の 細 胞 増 殖 も可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 染 色 体 上 で 新 た な 複 製 起 点
が 働 く場 合 で あ る 。 こ の よ う な 例 に は 、 プ ラ ス ミ ドま た は フ ァ ー ジ ・レ
プ リ コ ン の 染 色 体 へ の 組 み 込 み に よ っ て高 温 感 受 性dnaA変 異 株 を高 温
耐 性 と す るintegrativesupPressionと呼 ば れ る 系 と、RNaseH欠 損 に よ
っ てDnaA蛋 白 質 に依 存 しな い 、 染 色 体 上 の 新 しい 複 製 起 点 が 活 性 化 す
る 安 定DNA複 製 とが あ る 。
上 に 述 べ たintegrativesupPressionを起 こ す プ ラ ス ミ ド と し て 知 ら れ
て い る の は 、pBR322(ColEl)、Rl、RIOO.1、F、P1など で あ る[57]。
こ れ ら に は 、DnaA機 能 が 完 全 に 不 要 で あ る も の と、 そ う で な い も の が
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あ る こ とが わ か っ て い る 。mini-R1プラ ス ミ ドの 染 色 体 へ の 組 み 込 み は
dnaAに全 く依 存 し な い染 色 体 複 製 を 可 能 とす る 。mini-R1プラ ス ミ ド
は 、 プ ラ ス ミ ド と し て のinvivoの複 製 時 に もDnaA蛋 白 質 を必 要 と しな
い 。 一 方 、F、P1のmini一プ ラ ス ミ ドお よ びR100.1プラ ス ミ ドの 組 み 込
み に よ るdnaA(Ts)変異 抑 制 株 に は 、dnaA::Tn10変異 を導 入 で き な い
[42、63]。F、P1プラ ス ミ ド の場 合 は 、 プ ラ ス ミ ド と して 自律 複 製 す
るmini一プラ ス ミ ドは高温 感受 性dnaA変異株 で高 温 で は保 持 されな い
[27、42、62]にも拘 わ らず 、 同 じ変 異 株 で 宿 主 染 色 体 に組 み 込 ま れ た
場 合 は高 温 で の 宿 主 の増 殖 を可 能 と し、integrativesuppressionが起 こ
る 。Fプ ラ ス ミ ドの場 合 は 、 異 な るdnaA変 異 の 間 でsuppressionの程
度 に 差 の あ る こ とか ら、 変 異DnaA蛋 白 質 の特 定 の 残 存 活 性 が 関 与 し て
い る こ とが 暗 示 さ れ て い る[45]。ま た 、P1プ ラ ス ミ ド全 体 が 組 み 込 ま
れ た 場 合 に はDnaA蛋 白 質 に ま っ た く依 存 せ ず 高 温 で の増 殖 が 可 能 と な
る[27】。pBR322の場 合 は マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ドで あ る た め 、 細 胞 質
に も プ ラ ス ミ ドが 存 在 し、 染 色 体DNA断 片 が プ ラ ス ミ ド上 に ク ロ ー ン
さ れ て い る と き にintegrativesuppressionが起 こ る が 、 そ の 頻 度 は 低 い
[82]。dnaAnull変異 株 で は 調 べ られ て い な い 。
こ の よ う に 見 る と、 細 胞 増 殖 の た め に は 、 必 ず し もdnaAとoriCが必
要 な わ け で は な く、 低 コ ピ ー 数 に 抑 制 さ れ た 複 製 起 点 が 染 色 体 に あ れ
ば 十 分 の よ う で あ る 。 た だ し こ の よ う に 抑 制 さ れ た 菌 の増 殖 速 度 は 野
生 株 に 比 べ て 低 く、 能 率 的 な 増 殖 の た め に は 、dnaA-oric系が 必 要 と
思 わ れ る 。
安 定DNA複 製(SDR;EtableIiZNA1eplication)は、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル に 非 感 受 性 の 、 す な わ ち 、 蛋 白 質 合 成 に依 存 しな い 複 製 開 始 に よ る 、
特 殊 な 染 色 体 複 製 機 構 で あ る 。dnaA-oric系の 複 製 開 始 に は 蛋 白 質 合
成 が 必 要 で あ る 。SDRに は 、SOS反 応 に よ っ て 誘 導 され る 場 合(iSDR;
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表2cSDRの 多様 な開始様式
recA依存 型 1血'非依 存recF非 依 存1exA3で 阻害 され な い
血'依存 recF依存 lexA3で阻害 され る
recA非依 存 型
iin'非依 存recF非 依 存lexA(Def)依 存
通 常 のcSDRはrecA依存 型 で あ る。recA欠損 の場 合 、 抑 制 変 異 と して
rin-15変異 が分 離 され た 。 この と き、cSDRは、recFに依 存 し、 また、
SOSレ ギ ュ ロ ンの ス ー パ ー リプ レ ッサ ー とな る1exA3変異 に よ って 阻
害 され る。 ところが 、 リブ レ ッサ ー活 性 を欠損 す る変 異1exA(Def)が導












図5推 定 された安定DNA複 製の起 点
染色体 連関地 図上 に矢印 と、太線 で示 した。文献[15]より転載 。
曾
inducedSDR)[41]と、RNaseHの 欠 損(rnh遺 伝 子 変 異)に よ っ て構 成
的 に発 現 す る 場 合(cSDR;constitutiveSDR)とが あ る 。SDRの 解 析 は 、
Kogoma等が 精 力 的 に行 な っ て お り【44]、表2に ま とめ た よ う な複 製 制
御 の 多 様 性 を 持 つ[76、77]。iSDRの開 始 に は 、DnaAが 必 要 で あ り 、
oriCが機 能 して い る か も知 れ な い[6]。cSDRの開 始 に は 、DnaAもoriC
も必 要 な い[47]。し た が っ て 、dnaA変 異 株 、oric欠損 株 は 、rnh変 異
の導 入 に よ っ て 増 殖 可 能 と な る 。 しか し な が ら 、SDRの 複 製 開 始 の 詳
細 な機 構 は ほ とん ど わ か っ て い な い 。 そ の 最 大 の 理 由 は 、 複 製 起 点 が
単 離 、 同定 さ れ て い な い こ とで あ る 。SDRは 決 し て 効 率 的 な 複 製 開 始
を行 な っ て お ら ず 、 複 製 起 点 を 自 律 複 製 す る プ ラ ス ミ ド と し て確 立 す
る の が 非 常 に 困 難 な の で あ る 。 た だ し、orfC欠損rnh変 異 株 に お け る
相 対 的 な 遺 伝 子 量 の 計 測 か ら、 染 色 体 上 、4箇 所 か ら複 製 が 開 始 す る
こ とが 示 唆 され て い る[15](図5)。 そ の う ち 、 も っ と も 活 発 と思 わ
れ る2つ は 、 通 常 は複 製 終 結 点 と な るterC領域 に存 在 して い る(以 下 、
cSDRを 安 定DNA複 製 と記 す)。
本論文 においては、大腸菌染色体 のDnaA蛋白質 に よる複製 開始 の制
御機構 を解析 す るため、 また、 安定DNA複製 の開始 機構 を知 る端緒 を
得 るため、行 なわれ た以下の2つの研 究 を記述 する。
(1)「DnaA蛋白質 の過剰供給 と蛋 白質合成 に依存 しな い、染色 体複
製 の過剰 開始」
DnaA蛋白質の過 剰供給 によ ってoricでの複製開始頻 度が増加す
るこ とが明 らかに され ている[2、66、81]。これは、複 製 開始 に対 す
るDnaA蛋白質 の量的制御機構 の存在 を示唆 するものであ る。一方 、
これ まで、invivoにおいてDnaAJ蛋白質の質 的変化 が開 始頻度 の制
御 に積極 的 な関わ りを持つ こ とを示 した研究 はなか った 。本研 究 に
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おいては、DnaA蛋白質 の過剰 供給 の ない条件 下 でoricにおいて染
色体 複製 の過剰 開始が お こる とい う、非常 に新 奇 な現象 を見 いだ し
た。
高温感 受性dnaA46変異 はGroEL蛋白質 とGroES蛋白質(以 下 、
GroE蛋白質 と略 記)の 大量 供給 に よっ て抑 制 され て高温 耐性 とな
り、かつ、低温感受性が付 随 して現 われ るこ とが知 られて いる[18、
36]。申請者 は、 この ように抑制 され たdnaA46株で は、低 温 におい
て蛋 白質合成非依存 的 に、染色体 の過剰 複製がoricより起 こるこ と
を見 い だ した 。 しか しなが ら、 この とき、DnaA蛋白質の過 剰供 給
は起 こ ってい なか った。 本研 究 は、DnaA蛋白質 を増 量 させ ず と も
過剰 開始 が起 こる ことか ら、DnaA蛋白質 の量 的 調節 のみ に よって
invivoのoriCでの複 製開始が制御 され て いるので はない可能 性 を
示 した。 また、GroE蛋白質 はい くつか の蛋 白質 の折 りたた み過 程
に積極 的 に関わる【7、23、24、51]。したが って、本研究 の結果 は、
invivoにおいて、DnaA蛋白質 の特異 的な立体構造 の変化 によって、
DnaA蛋白質 の開始活性 の制御 が行 なわれ てい る可 能性 を示唆 する。
(2)「β一ラ ク タ マ ー ゼ の 大 量 供 給 は 安 定DNA複 製 を 阻 害 す る 」
mini-Fプラ ス ミ ドは 染 色 体 あ た り1か ら2コ ピ ー の 低 コ ピ ー数 プ ラ
ス ミ ドで あ り、 独 自 の 複 製 開 始 因 子(RepE蛋 白 質)を 持 つ 。 あ る
mini-F-pBR322複合 プ ラ ス ミ ドは 、42。CでdnaAとrnhと が 失 活 す
る株 を 高 温 感 受 性 とす る こ とが 報 告 さ れ て い た 。 こ の株 は 高 温 で は
安 定DNA複 製 に よ っ て染 色 体 複 製 が 賄 わ れ て い る は ず で あ る。 ま た 、
同 時 に 、 こ の複 合 プ ラ ス ミ ドの 高 温 致 死 性 はmini-Fの複 製 起 点 と
RepE蛋白 質 に 依 存 す る と報 告 さ れ 、 し た が っ て 、mini-F複製 と安
定DNA複 製 の 開 始 に 必 要 な 因 子 が 両 レ プ リ コ ン に対 して 競 合 す る こ
/O
とによっ て、問題 の株 の高温感 受性 が現 われる と推測 され た[61]。
本研 究 にお い ては、新 た に、そのmini-F-pBR322複合 プラス ミ ドが
安定DNA複 製 に対 す る阻害効果 を もた らす こ とを明 らか に した。 し
か しなが ら、mini-F複製 との関係 を調べるため 、 この プラス ミ ド上
の阻害 因子 を詳細 に解析 する と、前の報告 とは異 なって、mini-Fの
複製 に関与する領域は問題 の株 の高温感受性 の誘起 に不 要で あった。
そ して、mini-F断片 のsopAプロモー ターがbla(β一ラクタマ ーゼ)遺
伝 子上流 に 同遺伝子 と順方向で存 在す るこ とが必 要であ る ことが 判
明 した。他 プ ロモー ターに交換 して も同様 な安 定DNA複 製 の阻害 が
確認 され た ことか ら、β一ラクタマーゼの過剰発 現が安定DNA複 製 の
開始 を阻害 する と考 え られる。
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第1章
DnaA蛋白質 の過剰供給 と蛋 白質合成 に
依存 しない、染色体複製 の過剰 開始
結果
第1節GroE蛋 白質過 剰供給 に よって起 こる 、dnaA46変異 株 の低
温感受性 は優性形 質である
高 温 感 受 性 のdnaA46変異 株 は、GroE蛋 白 質(GroEL蛋 白 質 と
GroES蛋白質)の 過剰供給 によって42。Cで成育可能 となる。 この とき、
同時 に低温 感受性 が表 われる[18、36]。この低 温感 受性 の原 因 には少
な くとも次 の2種 が考 え られる。 第1に は、染 色体 の過剰複 製 また は
開始 ポ テ ンシ ャルの過剰蓄積 が起 こ り、 これが細胞増 殖 を阻害 する結
果 とな る ことで ある(開 始 ポテ ンシャル とは蛋 白質合 成が な い状態 で
の複製 開始 能 を言 う)。 実際 に、dnaA46(Cos)と呼 ばれる、dnaA46の
遺伝 子 内抑制変 異 を持 つ株 では低 温で染色体 の過剰複 製 を伴 って細 胞
増殖が 阻害 され る。第2に は、変異DnaA蛋白質 とGroE蛋白質 とが 、
複製 開始 を不可能 とす るような複合体 を形成 して しまうこ とであ る。
そ こで 、これ らの可 能性 を判 別す るた めにまず、低 温感 受性 に対 す
るdnaA'による相 補性 を検 討 した。上 に述 べ た第2の 可 能性 が 実現 し
ている場合 に には、低温感 受性が 相補 され るこ とが期待 され る。 こ こ
で は、GroE蛋白質 の過剰 供給 のため 、pBR322上にgroEオペ ロン を
クロー ン した プラス ミ ド、pGroEを用 い た(図6)。pGroEに よる形
質転i換のため、dnaA46変異株KA413の高温感受性 は抑制 され、同時 に、













pGroEはプ ロモ ー タ ー 砧)、 お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー(t)を含
む をgroEオペ ロ ン全 体 をpBR322上に持 つ 。 プ ラス ミ ド上流
のSau3Al部位 はEboRIリンカ ー に置 き換 え られ た後 、
pBR322に連 結 され た。
て は 、 ほ とん ど完 全 に コ ロ ニ ー形 成 が 阻 害 さ れ る ほ ど 著 し く現 わ れ る
(表3)。
相 補 性 試 験 を行 な う た め 、 λfmm21dnaA+を溶 原 化 させ たdnaA46変
異 株KA413Aを 宿 主 に用 い た 。 この フ ァ ー ジ の 溶 原 化 に よ りdnaA46変
異 に よ る 高 温 感 受 性 は相 補 さ れ 、pBR322に よ るKA413Aの形 質 転 換 体
は 高 温 で も低 温 で も 同様 に生 じ る 。 一 方 、pGroEの 形 質 転 換 に よ っ て
現 わ れ る低 温 感 受 性 はKA413Aに お い て も 失 わ れ な い こ とが わ か っ た
(図7、 表3)。
さ ら に 、 同 じ フ ァ ー ジ を 溶 原 化 さ せ たdnaA遺 伝 子 野 生 株
KH5402.IAは、pGroEに よ り形 質 転 換 され て も 、低 温 感 受 性 を 示 さ な
い(図7)。 こ の こ と は 、 先 の 低 温 感 受 性 が 、 単 にdnaAの 遺 伝 子 量 効
果 とpGroEと に よ っ て 生 じて い る の で は な い こ と を 示 して い る 。 し た
















図7KA413、KA413A、KH5402-1Aに 対 す る形 質 転 換 実 験
等 モ ル のpBR322、pGroEを用 い て 形 質 転 換 し 、 ア ン ピ シ リ ン ま
た は 、 溶 原 菌 に対 して は ア ン ピ シ リ ン+カ ナ マ イ シ ン を含 むL培 地



























































形 質 転 換 後 、50pglmlアン ピシ リ ン を含 むL培 地 に て、各 温 度 で24
時 間培 養 した。 直径1mm以 上 の コロニ ー を計 数 し、比 を とっ た。
a括弧 内 の数 字 は、25pg/mlアン ピ シ リン を含 む 最小 培 地(ME)に
て2日 間、 培 養 した もの 。
bλim㎡fidnaA+による、 溶 原 菌 。
`未 計 測 。
d42℃で な く、40℃ で培 養 した 。42℃ で は増 殖 が 遅 く多 くの
コ ロニ ー の直径 が1mmを 越 さな か っ た。
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受性 は、dnaA野生株 の表現 型 に対 して優性 であ る こ とが明 らか とな っ
た。
第2節oricに 依存 しない染 色体複 製系 の導 入 に よって、pGroEに
よるdnaA46変異抑制株 の低 温感受性 は失れ われ ない
以 上 の よ う に 、 こ こ で 問 題 と な っ て い る 低 温 感 受 性 に 関 し て は 、
dnaAに対 し てdnaA46が優 性 で あ る こ とが わ か っ た 。 そ こ で 前 節 に 述
べ た 第1の 可 能 性 が 適 当 で あ る と思 わ れ る 。 し か し、 さ ら に 、 こ の 低
温 感 受 性 が 、 第2の 可 能 性 、 す な わ ち 、 複 製 開 始 欠 損 の よ る もの で な
い こ と を 確 か め る た め に 、RNaseH(rnh遺伝 子)欠 損 に よ る安 定DNA
複 製 に よ るoriC非依 存 性 複 製 系 が 、 問 題 の 低 温 感 受 性 を抑 制 して 低 温
耐 性 と し う る か 否 か を調 べ た 。 も しoricでの 複 製 開 始 欠 損 に よ っ て 低
温 感 受 性 が 生 じ て い る の な ら安 定DNA複 製 の 活 性 化 に よ っ て 低 温 で 増
殖 可 能 とな る は ず で あ る 。
形 質 転 換 実 験 の 結 果 は 、rnh遺伝 子 欠 損 の 導 入 に よ っ て 、pGroEを形
質 転 換 したdnaA46変異 株 の 低 温 感 受 性 は 失 わ れ な い こ と を示 し た(表
3>。KA421[dnaA46rnh::cat]株は 、42。Cで は 安 定DNA複 製 に よ る 、
ま た 、42。Cで はoric-dnaA系と安 定DNA複 製 の 両 方 に よ る 染 色 体 複
製 が 行 な わ れ る 。 こ の 株 に お い て も 、pGroEの形 質 転 換 は 、 宿 主 の 低
温 感 受 性 を も た ら した 。YT427[dnaA::Tn10mh::cat]はpGroEの形 質
転 換 に よ っ て も 、30。Cで 増 殖 可 能 で あ る か ら 、pGroEによ っ て 安 定
DNA複 製 が 阻 害 さ れ た の で は な い 。 し か も 、YT297[dnaA17(Am)
rnh.1gg(Am)supF6(Ts)]はpGroEの導 入 に よ っ て 低 温 感 受 性 を 示 さ な
い 。 こ れ は低 温 感 受 性 がdnaA46特異 的 に起 こ る こ と を裏 付 け て い る 。
以 上2つ の 実 験 か ら示 され た よ う に 、pGroEを持 つdnaA46株(以 下 、
/6
dnaA46fPGroE株と略記す)の 低温感受性 は、単純 な複製 開始欠損 な ど
の よう に、受 動 的原 因に よる もので はな く、む しろ、細胞増 殖 に対 し
ての積 極 的な 阻害機 構 の発 現 による もの と思 わ れる。 また、 同時 に 、
GroE蛋白質 とDnaA蛋白質 との相互作 用 が低温で も起 こって いる こと
が暗示 される。
第3節pGroEに よ り抑制 されたdnaA46株における、低 温特異 的 な
染色体 の過剰複製
pGroEを持 つdnaA46株 に お い て 、 染 色 体 の過 剰 複 製 ま た は 開 始 ポ テ
ン シ ャ ル の 過 剰 蓄 積 が 起 こ っ て い る か 否 か 調 べ る 目 的 で 、 低 温 移 行 後
に お け る 、[14C]チミ ン の 酸 不 溶 画 分 へ の 取 り込 み を 定 量 し た 。 そ の 結
果 、KA413[dnaA46/pGroE]株に お い て は 、 低 温 移 行 後 に 蛋 白 質 合 成 に
依 存 しな い 、 染 色 体 の 過 剰 複 製 が起 こる こ とが 明 らか とな った(図8)。
42。Cに お い て 対 数 増 殖 期 に あ るKA413[dnaA46!pGroE]株お よ び
KH5402-1[dnaA+/pGroE]株を、30。Cに 移 し、5分 後 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル を加 え た 。 通 常 の 複 製 開 始 は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 感 受 性 で あ
る の で 、 こ の5分 間 に過 剰 の 複 製 開 始 が 起 こ る か 否 か を調 べ よ う と し
た 。 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル添 加 時 を0時 間 と し30分 ご と に サ ン プ リ ン グ
した 。 図8Aに 示 し た よ う に 、KA413[dnaA461pGroE]株で は 低 温 に お
い て染 色 体 の過 剰 複 製 が 見 ら れ た 。 し か も、 複 製 は 、4時 間 に わ た っ て
続 き・0時 間 の4倍 量 に も 達 し た 。 これ は 、 蛋 白 質 合 成 非 依 存 的 に新 し
い 複 製 開 始 が 起 こ っ て い る こ と を 示 唆 す る 。 こ の こ と は 、 ク ロ ラ ム フ
ェ ニ コ ー ル 添 加 と 同 時 に 、 あ る い は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 添 加 後 に 低
温移 行 し て も・ 過 剰 複 製 が 起 こ っ た(図9>こ とか ら裏 付 け れ ら れ る 。











































































































図8染 色 体DNA合 成
[14C]チミ ン 、[3H]リジ ン を含 む 最 小 培 地(ME)で42。Cに て対 数
増 殖 期(約1xlO8細 胞/m1)にあ る培 養 液 を2分 し た 。 一 方 は 同 温 度
に保 持 し、 も う 一 方 は30。Cに 移 行 した 。5分 後 、600μ9/mlのク ロ
ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え 、 こ の 時 点 を0時 間 と し、 以 後 経 時 的 に
サ ン プ リ ン グ し て 放 射 活 性 の 取 り込 み を 計 測 した 。Aお よ びB
KA413(dnaA46/pGroE)。Cおよ びDKH5402-1(dnaA'/pGroE)。
A、Cは30。Cへ 移 行 し た もの 。B、Dは42。Cに 保 持 し た も の 。
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図9高 温 で ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え た 場 合 の 、 染 色 体 の 過 剰
複 製
[14C]チミ ン 、[3H]リジ ン を含 む 最 小 培 地(ME)で42。Cに て 、 対
数 増 殖 期(約1x108細 胞/m1)にあ るKA413(dnaA46/pGroE)の培 養
液 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 加 え た 。42。Cに 適 当 な 時 間 保 持 し
た 後 、30。Cへ 移 行 し、 こ の 時 点 を0時 間 と し た 。[14C]チミ ンの 取
り込 み の み を示 し て い る 。 薬 剤 添 加 後 、 温 度 移 行 ま で の 時 間 は 、
そ れ ぞ れ 、0分(記 号 ○)、0.5分(記 号 ●)、5分(記 号 △)、10
分(記 号 口)。 な お 、1分 、3分 の 場 合 は 、0.5分ま た は5分 の 場 合
と ほ ぼ 同 じで あ っ た(デ ー タ略)。
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ポ テ ン シ ャ ル を 明 ら か に し、 しか もそ れ が 少 な く と も2、3時 間 の 間 、
保 持 さ れ る こ と を示 唆 して い る 。
また 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 以 外 の 蛋 白質 合 成 阻 害 剤 カ ナ マ イ シ ン、
ス ト レ プ トマ イ シ ン で も 同 じ過 剰 複 製 が 見 ら れ た(デ ー タ 略)。 こ れ
は薬 剤 特 異 性 を否 定 す る。
一 方 、42。Cで はKA413【dnaA461pGroE]株に お い て も 過 剰 複 製 は 見
られ な か っ た(図8B)。 取 り込 み の少 量 の 増 加 は 複 製 フ オ ー ク の伸 長
に伴 う も の と 思 わ れ る 。 こ れ は 、 蓄 積 さ れ た 開 始 ポ テ ン シ ャ ル の発 現
に は 低 温 状 態 が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、
KH5402-1[dnaA'/pGroE]株に お い て は 、 高 温 で も低 温 で も 通 常 の 複 製
の み が 起 こ っ た(図8C、D)。
ま た 、 以 上 の 結 果 か ら 、 こ こ に お い て 、KA413[dnaA461pGroE]株の
低 温 感 受 性 は 過 剰 な 開 始 ポ テ ン シ ャ ル の 蓄 積 と 相 関 関 係 が あ る こ と が
示 唆 さ れ た 。
第4節 過剰複製の開始反応 は転写反応 に依存する
通常 の複製 開始 の過程 には、蛋 白質合 成 に依 存 す る段 階 の後 に転 写
に依存 す る段 階が ある[52]。こ こで見 られ た過剰複 製 にも同様 に、 開
始過程 に転写依存性が見 いだされた(図10)。
42。Cで対数 増殖 期 に あ るKA413[dnaA46/pGroE]株にク ロラ ム フェ
ニ コール を与 え、3分後 に30。Cへ移 行 し、 この時点 を0時間 と した。0
時 間お よび0.5時間後 に リファンピシンを添加 して同温度 で保温 し0.5
時 間ご とにサ ンプ リング した.そ の結 果、0時 間 にリファンピシ ンを加
えた場 合 には、取 り込み は少 量 の増加 が あった のち に ほぼ完 全 に停 止
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図10染 色 体 過 剰 複 製 の リ フ ァ ン ピ シ ン感 受 性
[14C]チミ ン 、[3H]リジ ン を含 む 最 小 培 地(ME)で42。Cに て 、 対
数 増 殖 期(約1x108細 胞/ml)にあ るKA413(dnaA46/pGroE)の培 養
液 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を加 え た 。42。Cに3分 間 保 持 した 後 、
30。Cへ移 行 し、 この時 点 を0時 間 と した。 一 部 を 、0時 間(記 号 ○ 〉 、
お よ び 、0.5時間(記 号 口)に お い て 、100μg/m1リフ ァ ン ピ シ ン
処 理 に移 し た 。 記 号 ● は リ フ ァ ン ピ シ ン 無 処 理 。[14C]チミ ン の 取
り込 み の み を示 し て い る 。
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る。 また、0.5時間後 にリファンピシ ンを加 えた場合 に も明 らか に、取
り込み の阻害が見 られた。 これ は 、蛋 白質合成 が伴 わ ないに も拘 わ ら
ず、30。Cにお いて連続 的に複製が再開始 していることを示唆 している。
ただ し、0.5時間後 に リファンピシン を加 えた場 合 に は複製 は完全 に停
止せず 、残存 的な増 加が続 いた。 これは、複製 フォー クの進 行 速度 が
低下 して いるため終 結点へ の到達 が遅延 してい るこ とによる か、 また
は、わ ずか に リファ ンピシ ン抵抗 性 の複 製開始 が起 こ ってい る こ とに
よるのか も知 れない(考 察参照)。
第5節 過剰複製 はoric部位 か ら起 こっている
過 剰 複 製 の 詳 細 な解 析 の た め にoricとterCのDNAプ ロ ー ブ を 用 い て
過 剰 複 製 の 過 程 に お け る遺伝 子 量(DNA量)の 変 化 を 追 跡 し た 。 も し、
過 剰 複 製 がoricか ら起 こ っ て い る の な ら、 まずorゴCの遺 伝 子 量 が 増 加
し、 そ の 後 にterCの遺 伝 子 量 が 増 加 す る は ず で あ り、 実 際 に 、 こ の 予
想 の とお りで あ っ た(図 ユ1)。
oricプロ ー ブ は 染 色 体 上 、84.0分に位 置 し、terCプロ ー ブ は 同30.9
分 に位 置 す る も の を 用 い 、 「材 料 と方 法 」 に 記 述 した よ う に して そ れ
ぞ れ の 遺 伝 子 量 の 変 化 を 追 っ た 。 前 節 と 同 様 に し て 、
KH5402-1[dnaA+/pGroE]株とKA413[dnaA46/pGroE]株と を 温 度 移 行
した 。KA413【dnaA461pGroE]では 温 度 移 行 後 、 速 や か にoriC遺伝 子 量
が 増 加 し 始 め た 。 一 方 、terC遺 伝 子 量 は 始 め は 対 照 実 験 の
KH5402-1[dna・4'/pGroE]株と ほ ぼ 同様 に ゆ っ く り と増 す 。 そ し て180
分 後 に急 激 に上 昇 し始 め た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 過 剰 複 製 の 間 、oricで
形 成 さ れ た 新 し い 複 製 フ オ ー ク が 順 次terCに向 か っ て 進 行 し て い る こ
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図110ricお よ びterCの 遺 伝 子 量 の 時 間 変 化
図9と 同 じ 条 件 で 培 養 液 を 低 温 移 行 し た 。 遺 伝 子 量 の 定 量 法 は
「材 料 と 方 法 」 に 記 述 し た 。A:KA413(dnaA46/pGroE)。 数 字
0、1、2、3、4、5、6、7は 、 そ れ ぞ れ 、 時 間0、20、45、135、
180、225、270(分)を 指 す 。Cは バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー
ル と し たYT429(△ori(b。B:KH5402-1(dnaA+/pGroE)。 数 字
0、1、2、3、4s5は 、 そ れ ぞ れ 、 時 間0、20、45、90、150、
240(分)を 指 す 。Cは バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル と し た
PLK1434(△ter(b。C:各 プ ロ ッ ト の 放 射 活 性 の 時 間 変 化 。0時
間 の 放 射 活 性 を1と し て 相 対 値 を 示 す 。 ● ●KA413
(dnaA46/pGroE)。○:KH5402-1(dnaA+!pGroE)。
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KA413[dnaA46!pGroE]株の riC遺伝子 量 は低 温 に おいて4時 間 以上
増 え続 け た(図11C)。 これ は、蛋 白質 合成 を伴 わな い状態 で新 た な
複製 開始 が起 こって いるこ とを直接 的に示 して いる。 この結 果 は、 図
8お よ び図10の 結 果 と非常 によ く一致 してお り、 また、 こ こで見 ら
れたoric遺伝子 量 か ら、 蛋 白質合成 に依存 しないで4時間 の 問に4回 ま
たは5回 の複 製開始反応がoricにて起 こっている と思われ る。
第6節 過剰 開始 はDnaA蛋白質 の量 的増加 に よる ものではな い
DnaA蛋 白 質 の 過 剰 供 給 に よ っ て 染 色 体 複 製 の 過 剰 開 始 が 起 こ る こ と
が 知 ら れ て い る[2、66、81]。そ こ で 、KA413[dnaA46/pGroE]株の
DnaA蛋 白 質 量 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で 定 量 した と こ ろ 、 野 生 株 に対 して
ほ ぼ 同量 のDnaA蛋 白質 しか 持 た な い こ とが 判 明 し た(図12)。
KH5402-1[dnaA+]株、KH5402-1[dnaA+/pGroE]株、 お よ び
KA413[dnaA46/pGroE]株の3 を42。Cで 、KA413[dnaA46]株を30。C
で 培 養 し初 期 対 数 増 殖 相 に 至 っ た と こ ろ で 急 冷 し、 「実 験 手 法 」 に 示
し た よ う に 濁 度 を 均 一 化 し溶 菌 処 理 し た 後 、 そ れ ぞ れ 同 量 を 用 い て
SDS-PAGEを行 な っ た 。 次 に セ ミ ドラ イ ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に て ニ トロ
セ ル ロ ー ス紙 に蛋 白質 を 移 行 ・吸 着 させ 、 ア フ ィ ニ テ ィ精 製 さ れ た 抗
DnaA抗 体 、 引 き続 き、 発 色 用 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 結 合 した2次 抗 体 に
て 処 理 し た 。 結 果 は 、 図12に 示 す よ う に 、 調 べ た4株 でDnaA蛋 白 質
量 は ほ と ん ど 同 じで あ り、KA413[dnaA46/pGroE]株に お い てDnaA蛋
白 質 の 過 剰 供 給 は 起 こ っ て い な い こ とが 明 ら か とな っ た 、4回 の 独 立 の
実 験 で 現 わ れ たDnaA蛋 白 質 の バ ン ドを デ ン シ トメ ト リー に て 測 定 し た
結 果 、KA413[dnaA46/pGroE]株に お け るDnaA蛋 白 質 量 はKH5402.1






















図12DnaA蛋 白 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
A.KH5402-1(dnaA+)、KH5402-1(dnaA+1pGroE) 、KA413
(dnaA46/pGroE)の3株は42。Cで 培 養 し た 。KA413(dnaA46)は
30。Cで 培 養 し た 。
BKA160(dnaA46・rnh-199,supF6)・KA413(dnaA46/pGroE) 、
KH5402-1(dnaA+/pGroE)の各 株 を42。Cで 培 養iし た 。
NDバ ン ド は 検 出 さ れ な い 。
Re1.Int.DnaA蛋 白 質 の バ ン ド濃 度 をKH5402-1(dnaA+!pGroE)
の 場 合 を1と し て 相 対 値 で 示 し た 。
2マ
次 に 、42。CでGroE蛋 白 質 の 過 剰 供 給 の な い場 合 のDnaA46蛋 白 質 量
と 比 較 す る た め 、RNaseH欠 損 の た め 抑 制 さ れ て い るdnaA46株 の
DnaA蛋 白 質 量 を 同 様 に 調 べ た 。KA160[dnaA46rnh-199(Am)
s叩F6(Ts)]株は 高 温 で ア ンバ ー サ プ レ ッ サ ー が 失 活 す る た めRNaseH
欠 損 と な り、 そ の 結 果 、 安 定DNA複 製 が 活 性 化 し て 高 温 で の 染 色 体 複
製 と細 胞 増 殖 が 可 能 とな る 。42℃ で 初 期 対 数増 殖 相 にあ る 、KA160株 、
KA413[dnaA46/pGroE]株、KH5402-1[dnaA+!pGroE]株の3株 を用 い で
同様 にDnaA蛋 白 質 に 対 して イ ム ノ ブ ロ ッ トを行 な っ た 結 果 、KA160株
で はDnaA蛋 白 質 の バ ン ドが 見 え な か っ た(図12B)。 こ れ は 、 過 剰
のGroE蛋 白 質 が 供 給 され な い 場 合 、DnaA46蛋 白質 が 高 温 に お い て は





pGroEの形 質転換 によっ て発現 す る、dnaA46株の低 温感 受
GroEを大量供給 するpGroEの形質転 換 によって、dnaA46株は高温耐
性 を獲 得 する と同時 に低 温感受性 をなる。本研 究 によ って、 この低 温
感 受 性 はdnaA46変異 に依 存 し、 かつ 、 同変 異 は低 温 感 受 性 に関 し
dnaA+遺伝子 に対 して優性 である ことが判 明 した(図7、 表3)。 しか
も、安定DNA複 製 、R100.1によるintegrativesuppressionの導入 は こ
の低温 感受性 を打消 して低 温耐性 とす る こ とが で きな い こ とが わか っ
た(表3、 未 発表)。 以上 の事実 は、 まず、低 温感受 性 の生 じる原 因
が、単 純 な複 製 開始 欠損 な ど、受 動的 な もので な く、 む しろ、細胞 増
殖 に対 して積 極 的な 阻害機 作 の発 現で あ るこ とを思 わせ る。 次 に、 大
量供給 され たGroE蛋白質 と変異DnaA蛋白質 との相互作用 が低温 にお
いて も起 こっている ことを示唆 している。
なお、Hansenらに よる とdnaA46!dnaA"部分 二倍体 は低温 におい て
わずか に増 殖 阻害が現 われ る とい う【26]。しか し、本研究 にお いて は
その ような障 害 はほ とん どなか った(図7B、C)。 した が って、本 研
究 では部分二倍体 その もの による影響 は無視 で きる。
第2節
剰複製
pGroEを持 つdnaA46株で低 温特 異 的に起 こる、染 色体 の過
前 節 で の 推 測 は 、pGroEを持 つdnaA46株 で は 、 低 温 に お い て染 色 体
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の過剰 複製が起 こっ ているか、 または、 開始 ポ テ ンシ ャルの 過剰蓄 積
が起 こ ってい るこ とを意味 す る。実際、 高温で対 数 的 に増殖 してい る
pGroEを持つdnaA46株におい て、低温移行 後 に蛋 白質合 成 に依存 しな
い、染 色体複 製が起 こるこ とがわ かった(図8、9)。 これ は、過 剰
の開始 ポテ ンシャル の蓄積 が起 こ ってい たこ とを直接 的 に明 らか に し
た もの である。 また、 これ は低 温 での増 殖 阻害 の原 因が開始 ポテ ンシ
ャルの過剰 蓄積 である ことを暗示 する。
一方、pGroEを持つdnaA46株を蛋 白質合成 を阻害 せず に、低 温移 行
した場 合 、過 剰複製 は起 こ る もの の、 そ の程度 は、蛋 白質合 成 を阻害
した場合 の2分の1ほ どで あった。すなわ ち、高 温で対 数増殖 してい る
同株 を、低 温移行す ると、一旦DNA合 成が止 ま り、移行 時 よ り約30分
後 に1.8倍に急増 して 、定常状態 に達 した(未 発 表)。 通常 は複製開 始
に必須 で ある蛋 白質合成が 、過剰 開始 の ために はむ しろ阻害 的に働 く
のであ る。
同様 な観 察が、dnaA変異株 を中間温度 で培 養 した場合 に も見 られ て
いる(後 出)。Lycettらは、 蛋 白質合成 阻害直後 にRNA合成 が一時 的
に上 昇 す るこ とが 、過剰 開 始 の契機 と して必須 で あ る と考 え て い る
[54]。また、最近 、DnaA蛋白質 の過剰供給 による過剰 開始 の場合 に も
同様 な現 象 が観察 された。 す なわち、過剰 開始が起 こって も、oric近
傍 で複製 フ オー クが止 まって しまい(abortiveinitiation)、その結果 、染
色体DNAの 全体量 はほ とん ど増 加 しないこ とがわか った[2]。停 止 した
複製 フ オー クは クロ ラム フ ェニ コールまた は リフ ァンピシ ンの処理 に
ょって再 進行 する[53、66、73]。現 在 、 このabortiveinitiationのメ ヵ
ニズムは全 くの謎 である。 しか し、蛋 白質合成 中にはDNA量/蛋白質 量
とい う、全体 的な恒 常性 の維持 の ために、複 製 フオー クの伸 長 に対 し
て も何 らかの積極 的 な制御 機 構が働 いて いる可 能性 もあ り、興味深 い
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も の で あ る 。
第3節 過剰複製の転写依存性
通 常 のoricで の 複 製 開 始 は 転 写 に 依 存 す る[52]。pGroEを持 つ
dnaA46株の 過 剰 複 製 も リ フ ァ ン ピ シ ン に 感 受 性 で あ る こ と か ら転 写 に
依 存 す る こ と が わ かpた(図10)。 し か も明 ら か に 、 い わ ゆ る 、
置slowstop'型で あ る た め 、 開 始 反 応 が 阻 害 され て い る と考 え ら れ る 。
ま た 、 低 温 移 行 後0.5時間 に リ フ ァ ン ピ シ ン を添 加 し た場 合 に も、 過 剰
複 製 は 阻 害 さ れ た 。 こ れ は 、 開 始 反 応 が 、 一 過 性 の爆 発 的 反 応 と し て
起 こ る の で な く、 暫 時 繰 り返 し起 こ っ て い る こ と を 示 唆 して い る 。
と こ ろ で 、0.5時間 後 で の リ フ ァ ン ピ シ ン を添 加 の 場 合 、[14C】チ ミ ン
の 取 り込 み は 、 そ の 後2.5時間 に わ た り 、止 ま ら ず に 緩 や か な 増 加 を 示
した 。 こ れ は 、 過 剰 複 製 の 過 程 で 、 わ ず か に リ フ ァ ン ピ シ ン 抵 抗 性 の
複 製 開 始 が 起 こ っ て い る こ との た め か も知 れ な い 。 あ る い は 、 複 製 フ
ォ ー ク の進 行 が 減 速 して い て 、 終 結 点 へ の到 達 が 遅 延 して い る た め か
も知 れ な い 。 少 な く と も、DnaA蛋 白 質 過 剰 供 給 に よ る 過 剰 開 始 の 場 合
に は 、 緩 慢 な 複 製 フ ォ ー ク進 行 が 観 察 さ れ て い る[53、73]。ま た 、 こ
の 可 能 性 を支 持 す る 結 果 が 他 の 実 験 か ら も得 られ た(後 出)。
第4節 過剰開始の様式
oricプロ ー ブ 、terCプロ ー ブ を用 い た 遺 伝 子 量 測 定 実 験 か ら 、 過 剰
開 始 はorゴcから起 こ っ て い る こ とが 裏 付 け ら れ た(図 ユ1)。
ま た 、 こ の 実 験 に お い て 、oricの相 対 量 は4時 間 以 上 に わ た っ て 、 増
加 し続 け 、0時 間 の5倍 量 を越 し た 。 こ れ は 、 こ の 間 に 開 始 反 応 が 繰 り
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返 し、4か ら5回、起 こ った こ とを示す と思 われ る。 この こ とか ら、
DnaA蛋白質が長 時間 にわたって活性化 された状 態 に保 たれ ていたこ と
が推 測 され る。
一方、terCプロー ブの増 加様 式 は、過剰 開始 を起 こ してい る株 で は
複製 フ オークの進行速度が遅 れているこ とを示唆 する結果 が得 られた。
す なわち、oriCでの過剰 開始 に由来す る と思 われるterCの遺伝子量 の
急増が温度移行 か ら180分後 になって、や っ と、現 われるのであ る。
ここで用 いた、terCプロー ブは安定DNA複 製 の複製 起点が 存在 す る
と思 われ る部位 に相当 している[15]。terC遺伝子 量 は、oric遺伝子 量
の後 にな って急 増 して くるこ とか ら、過 剰複製 は安定DNA複 製 による
もの で は な い と思 わ れ る。 さ ら に、dnaA46recAl二重 変 異 株 で も
pGroEによって、高温感 受性の抑 制 と低温感受性 の発現が見 られた(デ
ー タ省 略)。 これは この2つの現象 の原 因が安定DNA複 製 の発 現 では な
いこ とを示す。
第5節 過剰 開始 はDnaA蛋白質量 の過剰供給 を伴 ってい ない
過剰 開始 はDnaA蛋白質 の過剰供給 による もの ではないこ とが明 らか
とな った。過 剰複製 の起 こる株 で も、起 こらな い株 と比べ て有意 に多
量 のDnaA蛋白質 を持 っていなか った(図12)。 この事実 は、今 まで
観察 された こ とのない ものであ る。
DnaA蛋白質 の過剰供給 のな い状 態で、いか に して過剰 開始 が起 こる
のであ ろ うか。 その仮説 的 な機構 に関 しては後 に述べ る こ と とす る。
ただ し、DnaA蛋白質 の活性化状 態が保 たれる こ とによって、繰 り返 し
開始が 起 こる ことが 過剰 開始 の一原 因で あ るこ とは確 か と思 われる 。
ここで は、cAMPがDnaA蛋 白質 の活 性化 にinvivoにおい て も関与 し
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ている可能性 を指摘 してお きたい。
「序論 」 で も述 べ た よ うに、加vitroの複 製 系 に お い て はcAMPは
DnaA蛋白質 のADP(不 活 性)型 か らATP(活 性)型 へ の変換 を促進
する[33]。予備 的実験 の結果 で はあ るがsdnaA46cya二重変 異株 にお
いては 、pGroEによって、高温耐性 の獲得 は起 こるが 、低 温感 受性 の
発現 はやや弱 くなる。 しか も、低 温移行 後 に起 こる、 蛋 白質 合成非 依
存性 の、過剰複製 もdnaA46cya+株の2分の1程度 にしか起 こらなかった。
また、低 温移 行時 に5mMcAMPを 培 地 に加 え る と、過剰 複製 は部分 的
に回復 して、2者の中間 の程度 で見 られた(未 発表)。 この事実 は、 少
な くとも、 過剰複製 に関 して は、cAMPがDnaA蛋白質の活 性化 また は
その状態 の維持 に関与 している可能性 を暗示 してい る。
第6節dnaA46(Cos)変 異 に よ る 過 剰 開 始 との 比 較
dnaA46(Cos)変異 はdnaA46変異 の遺伝 子内抑 制変異 として分離 され
たが 、 その表現型 と して高 温耐性 と低 温 感受性 とを同時 に示 す。 しか
も、低 温移 行 に よって染色 体 の過剰複 製が 起 こる[39]。ただ し、過 剰
複製 の様式 か らこの株 で見 られる過剰 開始 は一 過性 で短時 間 に まと ま
って起 こっている と思 われる。
さらに、 この株 で は蓄 積 され た開始 ポ テ ンシ ャル は不安 定 で急速 に
失 われる 。つ ま り高温 で クロ ラムフェニ コール を添 加後 、10分後 に低
温移行 する と、最 適条件(薬 剤添加 時)で 移行 した場合 の60%程度 の
過剰複 製 しか起 こ らない。 一方、pGroEを持 つdnaA46株では、 同 じ実
験 で、10分後 に移行 しても約90%の(図8)、30分後 で も約80%の(デ ー
タ略)過 剰複 製が起 こ り、 開始ポ テ ンシ ャルが 安定 に長時 間保 たれ て
いる。
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この2点か らdnaA46(Cos)変異株 において は本研 究 で観 察 した過剰 開
始 と は 異 な っ た機 構 で 過 剰 複 製 が 起 こ っ て い る と推 測 で き る 。
dnaA46(Cos)変異株 中のDnaA蛋白質量 に関 しては現在知 られていない。
第7節 過去 に観察 された、高温感受性dnaA変異 に よる過剰 開始
dnaA46変異 に関 しては、変異 株 を中間温度(35。C)で培 養す る と、
過剰 の 開始 ポテ ンシ ャルが 蓄積 する こ とが知 られ てい る【28]。また、
制限温 度 に数 十分 お いて、低 温 に温度移 行 した ときに も過剰 複 製が起
こ り、 開始 ポテ ンシャ ルが蓄積 してい たこ とが わか った[75]。他 の 高
温感受性dnaA変異 で も同様 な観察が された[31、68]。
この過剰複製が起 こる機構 として、現在 まで もっ とも有力 な仮説 は、
中間温度 または制 限温度 での培養 に よってDnaA蛋白質が部分 的に変 性
しDnaA蛋白質 の オ ー トリ プ レ ッサ ー活 性 が欠 損 す る こ とに よっ て
DnaA蛋白質 の過剰供給 が起 こっ ている とす る もの であ った。実 際、
dnaA46株においては42。CでdnaA遺伝子 の過剰 の転写が起 こっていた
[1、11、48]o
しか しなが ら、DnaA蛋白質 の蓄積 は実際 に観 察 されていない。 しか
も、本研 究 で も示唆 され た ように(図12B)、 変 異DnaA蛋白質 の分
解 は非 常 に速 い と思 わ れる[68]。したが っ て、 先 の仮説が 、現 実 に成
り立 っ ている か どうかは大変 疑わ しい と考 え られる。 後 に述 べ る よ う
に、本研 究 では、部分 的な変性状態 にあるDnaA蛋白質が高 い開始活 性
を持つ とい う仮 説 を提 出す る。 この仮説 に従 え ば、 こ こで述 べ た過 剰
開始 に対 す る説明 は極 く単純 かつ容易 である。
第8節GroE蛋 白質の機 能 か ら見 た、 変異DnaA蛋 白質の複 製開 始
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に対する挙動
groE遺伝 子(GroE蛋 白質)は 数 種 の フ ァ ー ジ の 形 態 形 成 に 必 要 な
宿 主 因子 と し て発 見 さ れ た[20]が、 宿 主 の 増 殖 に も必 須 で あ る[19]。ま
た 、 主 要 熱 シ ョ ッ ク 蛋 白 質 と して 菌 の 耐 熱 の た め 中 心 的 な 機 能 を持 つ
[49]。GroE蛋白 質 は 、14-merのGroEL蛋白 質(MW.57kD)お よ び6一
か ら8-merのGroES肇白 質(MW・10kD>と の複 合 体 か ら形 成 さ れ る
[29]。GroEL蛋白 質 の 類 似 蛋 白 質 は 汎 生 物 的 に存 在 し、 多 くの 真 核 細
胞 の 葉 緑 体 、 ミ トコ ン ドリ ァ か ら見 い だ さ れ て い る[29、58]。GroE蛋
白 質 は 、 そ の 特 異 な 機 能 面 か ら 、PCB(PolypeptideChainBinding)蛋
白 質 、 ま た は 、 分 子 シ ャペ ロ ン と 呼 ば れ る こ と もあ る[17、67]。こ れ
は他 の 蛋 白質 の折 り た た み(folding)構造 を認 識 し積 極 的 に 折 りた た み
の制 御 に 関 わ る 酵 素 の 総 称 で あ る 。 分 子 シ ャ ペ ロ ン の働 き に よ っ て 、
蛋 白 質 の 局 在 化 、 分 子 集 合 、 変 異 蛋 白 質 の 機 能 回 復 な どが 起 こ り う る 。
GroE蛋 白 質 は折 り た た み の 不 完 全 な新 生 蛋 白 質 と相 互 作 用 す る[7、
51]。pre一β lactamaseはGroE蛋白 質 との 相 互 作 用 に よ っ て 、 折 りた た
み 弛 緩(unfolded)状態 に 保 た れ 、 そ の 結 果 、 膜 透 過 が 可 能 と な る 。 ま
た 、Rubisco(リブ ロ ー ス ニ リ ン酸 カ ル ボ キ シ ル 化 酵 素)1argesubunit
の 分 子 集 合 の場 合 も 同 様 に、GroE蛋 白 質 との 相 互 作 用 に よ っ て 折 り た
た み 弛 緩 の 状 態 に 維 持 され る 過 程 が 必 須 で あ る[23、24]。ま た 、 遺 伝
学 的 に 、GroE蛋 白 質 の 過 剰 供 給 は ミ ス セ ン ス 変 異 に よ る 多 くの 高 温 感
受 性 蛋 白 質 の 機 能 を 回 復 させ る こ とが 示 され て い る[78]。
GroE蛋 白 質 過 剰 供 給 に よ るdnaA46株の 高 温 耐 性 の獲 得 も、 同 様 に
GroE蛋 白 質 に よ っ て 変 異DnaA蛋 白 質 の 折 りた た み が 補 正 さ れ る こ と
に よ る も の と思 わ れ る 。 こ の と き の補 正 過 程 に はDnaA蛋 白 質 の 折 り た
た み 弛 緩 状 態 に保 た れ る 過 程 が 含 ま れ て い る と類 推 さ れ る 。
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低温 での過剰 開始 を説明す るため に、 ここで一つの仮説 を設 けたい。
それは、 「DnaA蛋白質 は部分 的 な折 りたたみ弛緩 の状態 にある とき、
複製 開始活性 をもつ」 とい うものであ る。
dnaA46株が低温 にある ときは、DnaA46蛋白質 の構 造 は野生 型 に近
似 してい る はずで ある。 この よう な場合 に、DnaA46蛋白質がGroE蛋
白質 と相 互作 用す る ことは、折 りたたみ の弛緩 状態 を安 定化 させ、 こ
のため・oricでの複禦 開始が過剰 に起 こる と考 え るこ とが 可能で あ る
(図13A)。
この仮定 的なDnaA蛋白質 の活 性制御 は野生型DnaA蛋白質 に対 して
も演繹 で きるか も知 れない。つ ま り、翻訳直後 のDnaA蛋白質 は短時 間
折 りた たみ の弛緩 した状態 にあ り、 この ときのみ、DnaA蛋白質 は複 製
開始活 性 を持つ と考 え る ことが可 能であ る(図13B)。 通常 はoric
の複 製 開 始 は蛋 白質 合 成依 存 性 で あ る 。 と こ ろが 、pGroEを持 つ
dnaA46株では低温 において蛋 白質合成 に依存 しない複製 開始が起 こっ
ている らしい こ とは上 の仮 説 を支持 する もので ある。 この よ うな開 始
頻度 の調節 は蛋 白質合成 との共役 に決定 的な機 能 を果 た し、 さらに、
増殖速 度(蛋 白質合 成速度)と 開始頻度 との調 和 に寄 与 して いるのか
も知れ ない。
少 な くと も、本研 究 によって、invivoにおけ る複 製 開始頻 度 の調 節
はDnaA蛋白質量 に依存す るものだけではない こ とが示 された。今後 は、
DnaA蛋白質の どの ような状態変化が 開始制御 に とって もっ とも重 要な
のか をinvivo、invitroの両面 か ら詳細 に明 らか に してい く必 要が あ
る。
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β一ラクタマ ーゼの大量供給 は安定DNA複 製 を
阻害 す る
結果
第1節mini-F-pBR322複 合 プ ラ ス ミ ドpZK58は 、 高 温 で のdnaA
rnh二重 欠 損 株 の増 殖 を 阻 害 す る
pBR322は 、KH5402-1、KA152[rnh-199(Am)supF6(Ts)]、YT297
[dnaA17(Am)rnh-199(Am)s叩F6(Ts)]の3株に お い て 正 常 に 保 持 さ れ
る 。 と こ ろ がmini-F-pBR322複合 プ ラ ス ミ ドpZK58(図14)に よ っ
て 、 こ の3株 の うちYT297だ け が 高 温 感 受 性 とな る こ とが わ か っ た(表
4)。30。Cで 増 殖 させ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 の 、42。Cに お け る コ
ロ ニ ー 形 成 能 を 調 べ た 。 す る と、pZK58を もつYT297だけ が 、 明 ら か
に 高 温 感 受 性 を 示 し た 。 し か も、 非 選 択 培 地 に お い て も 同 じ で あ る た
め 、 プ ラ ス ミ ドの 安 定 保 持 が 阻 害 され て い る の で は な く、 宿 主 の 増 殖
が 阻 害 さ れ て い る もの と思 わ れ る 。
高 温 感 受 性 の ア ン バ ー サ プ レ ッ サ ー の 失 活 の た め 、KA152、YT297
の2株 に お い て は42。CでRNaseHが 産 生 され な くな り、 安 定DNA複 製
が 活 性 化 す る 。L培 地 にお い て はKA152も弱 い 高 温 感 受 性 を 示 した が 、
最 小 培 地(M9)で は ほ ぼ 正 常 に増 殖 す る た め 、 こ れ は 、RNaseH欠 損 株
に現 わ れ るRms(richmediumsensitivity)表現 型[43]の部 分 的 な 発 現 と
思 わ れ る 。 特 に 、YT297に お い て は42。Cで ア ン バ ー サ プ レ ッサ ー の 失
活 に よ りdnaAの 発 現 も 阻 害 さ れ る た め 、 高 温 で の 染 色 体 複 製 は 安 定















図14mini-F-pBR322複 合 プ ラ ス ミ ドpZK58
上 図 はmini-Ff5断 片 を 示 し て い る 。 四 角 で 囲 ま れ たA、B、C、
D、Eは コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質 を 示 す 。 特 に 、AはSopA、B
はSopB、EはRepE蛋 白 質 。2.2kbのmini-F由 来 断 片 の 両 端 は
pUC18の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 連 結 さ れ て お り 、Hindlll、
EcoRI部 位 でpBR322と つ な が れ て い る 。











































30.Cで得 られ た形 質転 換 体 をア ン ピシ リ ンを含 むL培 地 で 同温 度 に て一 晩 培 養 した。
この培 養 液 を適 当 に希 釈 して、 寒 天 培 地 に移 し、30.C,42.Cに分 け て培 養 した 。
a:+は活性 化 して い る、 は不 活性 の複 製 系 。
b:NT、未 計 測 。
c:最小 培 地(M9)上で の増 殖 。
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こ と に よ っ てYT297に 増 殖 阻 害 を も た ら し て い る こ とが 考 え ら れ る 。
ま た 、 調 べ た か ぎ り 、dnaA変 異 とrnh変異 の ア レ ー ル 特 異 性 は な い 。
こ こ で 、 ミ ス セ ンスdnaA変 異 株(KA160、KA237)で も ア ン バ ー 変 異
株(YT297)と 同 じ結 果 と な っ た こ と は 、dnaAオ ペ ロ ン に お け る極 性
効 果 の 影 響 は 無 視 で き る こ と を 示 して い る。
第2節pZK58はrnh欠 損株 の安定DNA複 製 を阻害す る
pBR322を持 つKA152[rnh-199(Am)s叩F6(Ts)】株 は 、42。Cに お い
て 、 蛋 白 質 合 成 阻 害 下 で もDNA合 成 は 続 く、 い わ ゆ る 、 安 定DNA複 製
が 起 こ る 。 一 方 、 第 ユ節 で 予 想 され た よ う に、pZK58の 導 入 に よ っ て
同 株 の42。Cにお け る 安 定DNA複 製 が 阻 害 され る こ とが 明 ら か に な っ た
(図15)。[14qチ ミ ン、[3H]リジ ン を含 む 最 小 培 地(M9)に て42。C
で 初 期 対 数 増 殖 期 に あ る 、KH5402-1/pBR322、KA152/pBR322、
KA152/pZK58の3株を ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 処 理 した 。 こ の 時 点 を0時
間 と し、1時 間 ご と に サ ン プ リ ン グ し て酸 不 溶 画 分 へ の 放 射 活 性 の 取 り
込 み を 調 べ た 。 こ の と き、[3H]リジ ンの 取 り込 み か ら蛋 白 質 合 成 が 停
止 して い る こ と を確 か め た(デ ー タ 略 以 下 の 同 様 な 実 験 に つ い て も
同 じ)。 そ し て 、0時 間 の[14qチ ミ ン の取 り込 み 量 を1と して 相 対 値 を
示 した(図15)。KA152/pBR322株 で は 明 らか に安 定DNA複 製 が 起
こ っ た が 、KA152!pZK58株で は 対 照 のKH5402-1/pBR322株と 同 様 、
薬 剤 添 加 後 約2時 間 でDNA合 成 が 停 止 し 安 定DNA複 製 は 起 こ ら な か っ
た 。
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図15ク ロ ラ ム フ ェニ コー ル添 加 後 のDNA合 成
42℃で増 殖 中 の各 形 質 転 換 菌 の培 養 液 に ク ロラ ム フェ ニ コー ル を
加 え た、 この時 を0時間 と した 。実 験 方 法 は 「材 料 と方 法 」 に詳 細
に記 した 。● 、KH5402-1(pZK58)。○ 、KA152(pBR322)。□ 、
KA152(pZK58)。
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前 節 で 判 明 した 事 実 は 、YT297株 の 増 殖 阻 害 と安 定DNA複 製 の 阻 害
と の 間 に 対 応 関 係 の あ る こ と を示 し て い る 。 そ こ で 、mini-F断片 上 に
存 在 す る と思 わ れ る 、 安 定DNA複 製 に対 す る 阻 害 因 子 の 同 定 の た め 、
pZK58のmini-F領域 の 欠 失 変 異 体 を作 成 し てYT297株 に対 す る 高 温 致
死 性 を調 べ た 。 そ の 結 果 、 高 温 致 死 の 決 定 領 域 はsopAプ ロ モ ー タ ー を
含 む 約90bpの断 片 に 限 定 さ れ た(図16、17)。 ま ず 、 最 初 に予 想
し たmini-F-pBR322の複 製 お よ び そ の 制 御 に 関 わ る 領 域 、ori-2
(AT-richregion、incB)、repE、incCの欠 失 を、 そ れ ぞ れ 単 独 に 、 あ る
い は 同 時 に導 入 し て も、42。Cでの増 殖 阻 害 効 果 は 失 わ れ な か っ た(図
16:pZK350、300、278D、349、342、351)。一 方 、incC下 流 領 域
の 欠 失 に よ っ て 、 阻 害 効 果 は 全 く失 わ れ(pZK319)、逆 に 、 こ の領 域 の
み で 、pZK58と 同 程 度 の 高 温 致 死 性 が 現 わ れ た(pZK351)。さ ら に 新
た な 欠 失 変 異 体 に よ っ て 、 増 殖 阻 害 に必 要 な 領 域 はsopAプ ロモ ー タ ー
を 含 む 約90bpに 限 定 で き る こ とが わ か っ た(pZK305、360、362、
359)。しか も、 高 温 致 死 性 の 誘 起 に十 分 で あ っ たsopAプ ロモ ー タ ー を
含 む 約250bpの 断 片 を逆 向 き に挿 入 す る と、 阻 害 効 果 は お よそ100分 の
1に 減 少 し た(pZK359R)。こ の事 実 は 、 こ のDNA断 片 の 単 独 作 用 に よ
っ て 高 温 致 死 性 が 引 き 起 こ され る こ と よ り も、sopAプ ロモ ー タ ー か ら
の発 現 産 物 が 高 温 致 死 の 引 き金 とな っ て い る可 能 性 を示 して い る 。
第4節pBR322上 における、YT297株に対 する増殖 阻害 因子
pBR322のみ で はYT297株 に対 し て な ん の 致 死 性 も もた ら さ れ な い 。
しか し、 前 節 の 結 果 は 、sopAプ ロ モ ー タ ー か らのpBR322領 域 内 へ の
転 写 流 入 が 重 要 な 影 響 を持 つ こ と を 示 唆 す る も の で あ っ た 。 そ こ で 、
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図16pZK58お よび そ の欠 失変 異 プ ラス ミ ドに よるYT297
株 の高 温致 死 性
mini-Fのori.2はAT(AT-richregion)とincBとに分 け て示 した 。
soρApは森[60]によ って予想 され た 、sopAプロモ ー ター を指










図17mini-F断 片 上 の 、最 小 領 域 の塩 基 配 列
EMBLDataBaseに従 って 、mini-Ff5断片 の5曾末 端 のEboRI部位 を1と し
て塩 基 の位 置 を示 した。sopAプロモ ー ター の一35領域 、 お よび、.10領域
を四角 で 囲 って示 した。 また、 こあ領 域 に は、sopAのコー デ ィ ン グ リー
ジ ョンは含 まれ な い[60]。
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に も高 温 致 死 の 決 定 因 子 が 存 在 す る こ とが 明 らか とな っ た(図18)。
ま ず 、tet耐性 遺 伝 子 の 全 欠 失 お よ びrom/rop遺伝 子 の 部 分 欠 失 は 、 元
の プ ラ ス ミ ド の 致 死 性 に 変 化 を 与 え な か っ た(pZK332D)。ま た 、
pBR322のori領域 の 方 向 逆 転 も 致 死 性 に 影 響 な い(pZK332DR)。こ の
結 果 は 、mini-F断片 か らpBR322部分 のori領域 へ の 転 写 流 入 は 重 要 で
な い こ と を 示 す 。
bla(β一ラ ク タ マ ー ゼ)遺 伝 子 領 域 を 解 析 す る た め 、mini-F断片 と
pBR322をつ な ぎ 換 え 、pZK58に テ トラ サ イ ク リ ン 耐 性 を 持 た せ た
(pZK343)。こ の と き 、mini-F領域 を逆 方 向 に 連 結 す る と、YT297に対
す る致 死 性 が 減 少 し た が(pZK343R)、こ れ は 前 節 最 後 に記 述 した 結 果
と整 合 性 を 示 して い る 。
blaの全 欠 失 に よ っ て 、mini-F断片 の 逆 方 向 連 結 の場 合 と同 様 な 程 度
に致 死 性 が 減 少 した(pZK346)。しか も、blaの全 欠 失 とmini-F断片 の
逆 向 き 連 結 と を共 存 させ て も、 さ ら に 高 温 耐 性 が 増 す よ う な 加 算 的 効
果 は な か っ た(pZK346R)。こ れ は、 両 操 作 が 同 一 の 結 果 に 帰 結 して い
る こ と を 暗 示 す る 。 す な わ ち 、blaの過 剰 発 現 の 阻 害 、 で あ る 。 した が
っ て 、blaの 過 剰 発 現 がYT297株 の 増 殖 阻 害 の 主 原 因 と考 え ら れ る 。
これ は 、 前 節 お よ び 本 節 に お い て 、sopAプ ロ モ ー タ ーがblaの上 流 で 、
blaの転 写 と 同 方 向 に あ る と き に も っ と も高 い 阻 害 効 果 が 現 わ れ た こ と
か ら も裏 付 け ら れ る 。
pZK343に導 入 したblaのフ レ ー ム シ フ ト変 異 は 、YT297株 に対 す る
高 温 致 死 性 をblaの欠 失 変 異 を 持 つ プ ラ ス ミ ド と 同 程 度 に 失 わ し め た
(pZK361)。こ れ は 、 阻 害 の 主 原 因 がblaの過 剰 発 現 で あ る こ と と、bla
のmRNAよ り も蛋 白 質 産 物 が 阻 害 効 果 を も た ら して い る こ と を強 く 示
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図 ユ8pZK58と 、そのpBR322領域 の変異 プ ラス ミ ド
図16と 同様 に して示 す。詳細 は本 文参照。
▽ はフ レームシ フ ト変異 の箇所 。 この変異 はpBR322にただ1
箇所存在 す るPvul部位 をT4DNAポリメラーゼに よ り平滑末




sopAプロ モ ー タ ー を持 つ プ ラ ス ミ ドに よ る安 定DNA複 製 の
blaの上 流 にsopAプ ロ モ ー タ ー を 順 方 向 に も つpBR322由 来 プ ラ ス
ミ ドが 安 定DNA複 製 を 阻 害 す る こ と が わ か っ た(図19)。 前 節 の 結
果 が 安 定DNA複 製 の 阻 害 と対 応 して い る こ と を確 か め る た め 、 第2節
と 同様 に し て 、sopAプ ロ モ ー タ ー を 含 むmini-F断片 をblaと順 方 向 に
持 つ プ ラ ス ミ ド(pZK359)、同 じ断 片 を 逆 方 向 に 持 つ プ ラ ス ミ ド
(pZK359R)、お よ び 、 同 断 片 か らsopAプ ロモ ー タ ー 領 域 を 欠 失 し た プ
ラ ス ミ ド(pZK362)を用 い て 、 取 り込 み 実 験 を行 っ た 。
予 想 どお り、pZK359の み が 安 定DNA複 製 を 明 ら か に 阻 害 した(図
19)。 こ の と き有 意 なDNAの 分 解 は 見 られ な か っ た こ と(図20)
か ら、 確 か に安 定DNA複 製 の 阻 害 が 起 こ っ て い る こ とが 示 さ れ た 。 ま
た 、pZK359RはYT297に 対 す る部 分 的 な 高 温 致 死 性 を残 して い る(図
16)が 、 安 定DNA複 製 はpZK362と ほ ぼ 同様 で あ り、 阻 害 効 果 は 見
られ な か っ た(図19)。pZK359とpZK359Rは 同 一 のsopAプ ロ モ
ー タ ー を 含 むmini-F断 片 を 互 い に 逆 方 向 に 持 つ こ と に よ っ て 、 対 照 的
な 表 現 型 を示 して い る 。 こ の こ と か ら、 安 定DNA複 製 の 阻 害 に はblaの
大 量 供 給 の み で 十 分 で あ る と考 え られ る 。
第6節lacプ ロ モ ー タ ー を 持 つpBR322由 来 プ ラ ス ミ ドに よ る 安 定
DNA複 製 の 阻 害
blaの過 剰 発 現 が 安 定DNA複 製 の 阻 害 原 因 で あ る な ら、soρAプ ロ モ
ー タ ー 以 外 の プ ロ モ ー ター か ら で も 同 じ結 果 を引 き だ し う る 筈 で あ る
。














図19KA152株 にお け る、 プ ラス ミ ドに よ る安 定DNA複 製 の阻 害
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図20形 質転 換 され た、KA152株の染色 体DNAの 安 定 性
各 培 養 液 の菌 は一 晩 培 養 に よっ て標 識 され た。 同 じ培 地 で、
対 数 増 殖 期 まで培 養 した後 、 短 時 間 の遠 心 に よっ て、 菌 を集
め 、 あ らか じめ、 保 温 してお い た非 放 射 性 チ ミン(25μg/m1)
を含 む培 地(M9)で洗 浄 した 。再 び、 この培 地 に菌 を混 濁 さ
せ 、 ク ロ ラ ム フ ェニ コー ル を加 え て(0時間 と した)、42℃で養
を続 け た。 ● 、pBR322。○ 、pZK353。口 、pZK359R。
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pZK353は安定DNA複 製 を阻害するこ とが明 らか になった(図19)。
また、取 り込 み実験 の問に、DNAの 分解 が起 こって いないこ とを確 認
した(図20)。 これは、DNAの分 解 による取 り込 み量 の減 少が生 じ
ているの で はな く、確 か に安定DNA複 製 の阻害 が起 こってい る こと を
裏付 ける。以上 よ り、安定DNA複製 の阻害 に関 して、sopAプロモ ー タ
ーを含 むmini-F領域 に特異性 はな く、blaの大量発 現 のみ が必 要で あ
るこ とが示 された。
第7節 抑制変異株 の分離 と解析
β一ラクタマーゼ大量発現 に よる と思 われ る安 定DNA複 製 の阻害機 構
を知 る ため、 また、 この障害 を解 除 し得 る変異 が どの ような もので あ
るか を知 るため、pZK58を持 つYT297株か ら多 数 の独 立 の高温耐性 変
異株 を分離 して解析 した。 これ ら につ い て、 まず、 プ ラス ミ ドの変 異
に よる もので はない こ とを確 かめ た。 さ らに、 現在 までの予 備 的な解
析 の結 果、次 の4種類 に分類 された(未 発 表)。
(1)pZK58のコピー数不変 。変異遺伝 子座 、 未 同定 。 ただ し、dnaA
の復帰変異 またはそ の抑制変異 ではない。 これは、以下 の3種につ い て
も同 じである。
(2)pZK58およびpBR322のコピー数が著 し く低 下 している。変異遺
伝 子座 、未 同定 、
(3)pZK58のコ ピー数不 変。 変 異遺伝 子座、 約90分。 リフ ァンピシ
ン耐性 。P1形質導入 によって、高温 耐性変異 とリフ ァンピシ ン耐性 と
が分離 されない ことか ら、rpoB変異 と思 われる。高 温耐 性 とリフ ァ ン
ピシン耐性 の二重選択 で分離 された。
(4)pZK58のコピー数不 変。 変 異遺伝 子座 、約36分。予想 された部
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位 に 相 当 す る 領 域 を持 つDNA断 片(ClarkeandCarbonのコ レ ク シ ヨ
ン[13]由来)をpZK58に 連 結 す る と 、YT297株 に 対 す る高 温 致 死 性 が
失 わ れ た 。 こ の と き の 連 結 はpZK58のpBR322領 域 内Sa11部位 で あ る
た め 、 わ1aの発 現 に は 影 響 は な い は ず と思 わ れ る 。 ま た プ ラ ス ミ ドコ ピ
ー 数 に も著 しい 変 化 は な い 。 系 統 的 な 欠 失 変 異 を分 離 し て 、 約1.2kb
の 最 小 必 須 領 域 が 明 ら か と な っ た(図21)。 こ の 因 子 が 、 元 の 抑 制
変 異 を 持 つ 遺 伝 子 と 同 一 で あ る か 否 か は ま だ 不 明 だ が 、 少 な く と も 現
時 点 で は 、 い わ ゆ る 、 マ ル チ コ ピ ー サ プ レ ッサ ー を分 離 した と考 え ら
れ る 。
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図21形 質 転 換 され たYT297株の高 温 で の増 殖
pLC9-9およびpLC28-48【14]から全 長 約10kbの染 色 体 由来DNA断 片 をサ ブ
ク ロー ン し、制 限酵 素 地 図 を作 成 した 。次 に、各 制 限酵 素 断 片 を分 離 し、
必 要 な場 合 、T4DNAポ リメ ラ ー ゼ処 理 に よって 平 滑 末 端化 した 。 これ ら
の断片 を、 同 じ処 理 に よっ て平 滑末 端 とな って い るpZK58のsad部位 に挿
入 した 。 プ ラス ミ ド名 は、 上 か ら順 に、pZK293、pZK294、pZK295、
pZK307、pZK306、pZK312、pZK313、pZK310、pZK314、pZK317、
pZK321、pZK322、pZK323、pZK329。遺 伝 子 記 号 の後 の括 弧 内 の数 字 は染
色 体 連 関地 図上 の位 置 【3]。形 質転 換 され たYT297株の高 温 で の増 殖 は ア ン
ピシ リ ン を含 むL培 地 に適 当 に希釈 した菌 液 を塗布 して調べ た 。 記号+は
良好 な増 殖 、±は部 分 的 な増 殖 、 一 は増 殖 しな い こ とを示 す。 制 限酵 素 の記




第1節mini-F-pBR322複 合 プ ラ ス ミ ドに よ るYT297株 の 高 温 致 死
mini-F-pBR322複合 プ ラ ス ミ ドで あ るpZK58の 形 質 転 換 に よ っ て 、
高 温 で の 染 色 体 複 製 を 安 定DNA複 製 に 依 存 す るYT297株 が 高 温 感 受 性
とな る こ とは 既 に 報 告 され て い た 。 た だ し、 そ の 報 告 に よ る とYT297
株 が 高 温 感 受 性 と な る た め に は 、mini-Fのori・-2が完 全 で あ る こ と、 お
よ び 、 プ ラ ス ミ ド独 自 の複 製 開 始 因 子RepEが 必 要 と さ れ て い た[61]。
しか し今 回 の 新 た な 欠 失 変 異 に よ る 調 査 は 、 必 要 性 に 関 す る こ の ど ち
ら の観 察 も誤 りで あ っ た こ と を 明 らか に し た(図16)。
特 に 、ori-2の必 要 性 に 関 し て は元 の 報 告 と全 く同 じ構 造 を持 つ は ず
の プ ラ ス ミ ドを改 め て作 成 した と こ ろ 、 形 質 転 換 さ れ たYT297株 は 高
温 感 受 性 で あ っ た 。 つ ま り、 元 の 観 察 が 再 現 さ れ な か っ た 。 加 え て 、
ori-2の他 領 域 の欠 失 で も 同 じで あ っ た 。
ま た 、repE遺伝 子 に 関 し て も欠 失 に よ っ てYT297株 の高 温 感 受 性 は
失 わ な れ か っ た 。 元 の 報 告 で はrepEア ン バ ー変 異 株 を用 い て い る 。 し
か し な が ら、 こ の ア ン バ ー 変 異 株 は ニ ト ロ ソ グ ァ ニ ジ ン処 理 に よ っ て
得 られ た も の で あ り、 し か も、 塩 基 配 列 は 調 べ ら れ て い な い[55]。よ
っ て 、repE遺伝 子 外 の 領 域 に何 らか の 変 異 が 潜 伏 して い る 可 能 性 が あ
る 。
元 の 報 告 に よ る と全sop領 域 を 持 つmini-F-pBR322複合 プ ラ ス ミ ド
(pKP10163)もpZK58と同 じ致 死 性 を 持 つ[61]。しか し な が ら、 こ の プ
ラ ス ミ ドはpBR322のbla上流 にcat遺伝 子 断 片 が あ り、 こ の 断 片 内 か
ら 転 写 がblaに 流 入 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 実 際 に 、pKP10163の
pBR322部分 を 逆 方 向 に す る とYT297株 に 対 す る 高 温 致 死 性 が 失 わ れ
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た(デ ー タ略)。
本 研 究 の系 統 的 にpZK58か ら作 成 さ れ た 欠 失 変 異 に よ っ て 、YT297
株 の 高 温 感 受 性 に対 す るmini-Fの必 要 因 子 はsopAプ ロモ ー タ ー 領 域 の
み で あ る こ と が 明 ら か と な っ た(図16>。 そ し て 、 最 終 的 に は 、
pBR322内のbla(β一ラ ク タ マ ー ゼ)遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が 安 定DNA複 製 に
阻 害 効 果 を持 つ と考 え られ る に至 っ た(図19)。
第2節 大量供給 されたβ一ラクタマ ーゼ による安定DNA複 製 の阻害
大量 に供 給 された β一ラクタマ ー ゼが なぜ安定DNA複 製 を阻害 する の
かは現時点 ではよ くわか らない。
β一ラクタマ ー ゼはβ一ラクタム抗 生物 質 を分 解 す るが 、 その反応機構
は細胞 壁 ペ プチ ドグ リカ ン架橋 酵素 と極 め て類 似 して いる[59]。可 能
性 は少 ないが、β一ラクタマーゼの大量供給 は細胞壁合成 に影響 を与 え、
細胞分裂 へ の派生効果 を経 て安 定DNA複製 に も阻害 をもた らす のか も
知 れない.
高温 にお いて分泌 欠損が起 こるsecy変異株 では低温 で もβ一ラク タマ
ーゼの大量供 給 に よって分泌 が阻害 され 、細胞 増殖 に悪影響 が見 られ
る[34]。β・ラ クタマー ゼの大量供 給 だ けで も、 蛋 白質 の分 泌 に部分 的
な障害が 表 われ、安定DNA複 製 に必 要 な膜蛋 白質 の機能が欠 損 する の
か も知 れない。 また は、細 胞膜 の構造 的 な変化 が起 こ り、阻害 的な効
果 の原 因 となる のか も知 れ ない。安定DNA複 製 にお いては細 胞膜 の影
響 に関 して今 まで全 く調べ られていな い。
β.ラクタマ ーゼ(前 駆 体)はinvivoでGroE蛋白質 と相互作 用 してい
る らしいこ とが 示 され てい る[50]。β一ラク タマ ーゼ大 量発 現 は、安 定
DNA複製 に必 要な因子 に対 して競合 的 に相 互作 用 し、 結果的 に 、その
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因子 の不足 か ら安定DNA複製が 阻害 されるのか も知れ ない。
第3節 抑制変異株 の分離 と解析
β一ラクタマーゼ大量発 現 に よる と思 われ る安 定DNA複 製 の 阻害 機構
を知 る ため、 また、 この障害 を解 除 し得 る変異 が どの ような もので あ
るか を知 るため、pZK58を持 つYT297株か ら、染 色体上 の変異 に よっ
て高 温耐性 とな った抑 制変異株 を分 離 して解 析 した。 その うち の1株 は
P1マッ ピングに よって抑制 変異 の位 置が約35.9分にあ るら しい こ とが
示 された。
もし、問題 の阻害原 因が、blaの大量発現 によって起 こる、安 定DNA
複 製の必須 因子 の不 足であ るな ら、その 因子 の大量発 現 によ って阻 害
は解 除 され る はずである。 そ こで、ClarkeandCarbonのプ ラス ミ ドバ
ンクか ら、約35.9分か ら約36.0分の染 色体 由来DNA断 片 をサ ブク ロ
ーン してpZK58に組み込 み 、マルチコ ピー とした ところ、 ある領域 を
含む ものは、YT297株を高温耐性 に復帰 させることが できた(図2ユ)。
この領 域 の因子が 元 の変異 因子 と同一 か どうか知 るため に、欠 失 変
異株 の作成 を試 み たが現在 まで成功 していない 。 この領域 にDNAレ ベ
ルで存在 が明 らかに されている遺伝 子 はない。
糾
材料 と方法
1)菌 株 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド
菌 株 は す べ て 大 腸 菌K-12由 来 で あ る(表5)。 フ ァ ー ジ λimm21
dnaA+は今 井 六 雄 博 士 か ら分 与 さ れ た 、pGroEは楠 川 典 子 氏 か ら分 与 さ
れ た 。 こ れ は 、groEオ ペ ロ ン を 含 むpBR322由 来 プ ラ ス ミ ド
pFO12[18]を元 に作 成 さ れ た(図6>。pTSO182は 、oriC最小 領 域 と
隣i接す るmioC遺 伝 子 を含 む2.lkbの染 色 体 由 来DNAをpBR322のSall
部 位 に ク ロ ー ン し て い る[65]。pZK243は、terC領域(30.9分)に 位
置 す る 染 色 体 由来DNAをpBR322に ク ロ ー ン し た プ ラ ス ミ ドで あ る 。
こ の プ ラ ス ミ ドをHindlllとEcoRIで処 理 す る と、terC領域 のBouch6
Map上229kbの位 置 に 相 当 す る0.8kbのDNA断片 が 得 ら れ る[8]。他 の
プ ラ ス ミ ドの 構 造 は 表6に 示 した 。 た だ し、 図21に お け る プ ラ ス ミ
ドに 関 して は 本 文 中 に説 明 した 。
2)培 地
寒 天 培 地 は1.2%の 寒 天 を 含 む 。 必 要 に 応 じ 、25ま た は50μ9/mlのチ
ミ ン を含 む 。
L培 地(pH7.4)
1.o%バ ク ト ト リ プ ト ン(Difco)










ク エ ン 酸
K2HPO4
NaNH4HPO4
ビ タ ミ ンB1











































aす べ て の 遺 伝 子 記 号 はBacknann[3]に拠 っ てvる 。
Ts、高 温 感 受 性 。Am、 ア ン バ ー変 異 。
b他 の 遺 伝 子 変 異 は二thyA、tiyrA(Am)、tripE9829(Am)、metE、
dθo、suρF6(Ts)。
`他 の 遺 伝 子 変 異 は:trpR、trpA9605、his-29、ilv、pro-2、
arg-427、ψyン4、deoBまた はdeoC、tSx、rac-。こ の菌 で は 、 潜 在 性
λrevフ ァ ー ジ か らtrg遣伝 子 まで のterC領域 が 欠 失 し て い る 。 文
献[30]を参 照 。
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表6プ ラ ス ミ ド
pZK58のmini-F領域 の 両 端 はpUC19由来 の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ
イ ト と連 結 して い る[62]。こ こ に は 、 そ れ ぞ れ 、 括 弧 内 の 制 限 酵 素
部 位 を も っ て 、 プ ラ ス ミ ドに含 ま れ る 領 域 を示 した 。 制 限 酵 素 部 位
の 位 置 は 、pBR322は 文 献[5、69]にし た が っ て 示 し た.mini-Fは
EMBLDataBaseに基 づ き、f5断 片 の 最 初 のEcoRI部位 を1と し た 。
pUC19は文 献 【83]にし た が っ た 。 互 換 性 の な い 末 端 はT4DNAポ
リ メ ラ ー ゼ に よ り平 滑 末 端 化 して 連 結 した 。pZK342はpKV5110由
来 のrepEのC末 端 を含 む[37]。pZK362のmini-F領域 の5'末 は 、
sopAプ ロ モ ー タ ー は含 ま な い がSD配 列 ま で 含 む 合 成DNA由 来 で あ
る[60]。
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通 常 、 以 上 に 加 え て 、0.3%カ ザ ミ ノ 酸 と25μ9/m1トリ プ トフ ア












ビ タ ミ ンBl
グ ル コ ー ス
通 常 、 以 上 に 加 え て 、0.3%カ ザ ミ ノ 酸 と25μ9/mlトリ プ トフ ア
ン を含 む 培 地 と して 用 い た 。






ア ン ピ シ リ ン
カ ナ マ イ シ ン
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
ス トレ プ トマ イ シ ン
リ フ ァ ン ピ シ ン
3>形 質 転 換
Hanahan法【25]にした が っ て 、FSBを 使 用 し て 行 な っ た 。 受 容 菌 に
高 温 感 受 性 株 を含 む 場 合 、 熱 シ ョ ッ ク後 、L培 地 中30。C、90分 の 保 温
を経 て 、 選 択 培 地 に塗 布 した 。
4)DNAお よ び 蛋 白 質 合 成 の 測 定
31i.Ci!25μ9/ml[2-14C]チミ ン と3μCi/ml[4,5-3H(N)]リジ ン
(88.OCi/mmol)また は3μCi/ml[4,5-3H(N)]ロイ シ ン(53.OCi/mmol)を
加 え た 、 最 小(MEま た はM9)培 地 に て 、 菌 を 一 晩 培 養 した 。 同 培 地 に て
20倍に希 釈 した 後 、 菌 が1ま た は2x108/m1まで 増 殖 し た 時 点 で 、 蛋 白
質 合 成 阻 害 剤 を 加 え た 。 こ の 時 点 を0時 間 と し て 、 以 後 、 経 時 的 に
50μ1つつ 採 取 し、3MMフ ィ ル タ ー デ ィ ス ク(Whatmann)にしみ 込 ま せ
た 。 こ れ を た だ ち に 、 冷5%TCA(ト リ ク ロ ロ酢 酸)に 浸 し酸 不 溶 画
c9
分 を 回 収 した 。 次 に 、 冷5%TCAに て1回 、 冷 エ タ ノ ー ル に て2回 洗
浄 し 、 乾 燥 さ せ た 後 、 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
(Packard)にて 計 測 した 。 放 射 性 チ ミ ン お よ び ア ミ ノ酸 は 、 そ れ ぞ れ 、
ARC社(AmericanRadiolabeledChemicals)およ びduPont社 か ら購 入 し
た 。
5)プ ロ ー ブDNAの 作 成
oricお よ びterCに 対 応 す る プ ロ ー ブ の 作 成 の た め 、pTSO182お よ び
pZK243を 、 そ れ ぞ れ 、Sa11お よ び 、Hindlll、EcoRIで処 理 し た 。 そ
れ ぞ れ 、oriCお よ びterCに 当 た るDNA断 片 をLowMeltingPoint
Agarose(BRL)から 、 切 り だ し て 精 製 し た 。 約300ngのoriCDNA断 片
と 約900ngのterCDNA断 片 と を ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に よ っ て 、DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ1・ ク レ ナ ウ 断 片 と[α一32P]dCTP(duPont)を用 い て 標 識 し
た 。 そ れ ぞ れ 、108cpm以 上 の カ ウ ン トが 得 ら れ た 。
6)遺 伝 子 量(GeneDosage)の測 定
42。Cで対 数 増 殖 相 に あ る 菌 をKlettUnitでOD(濁度)=40に 至 っ た 時
点 に て 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を加 え た 。3分 後 、30。Cに 移 行 し、 以
後 経 時 的 に100μ1つつ 採 取 し て 、 冷5%TCA中 で 固 定 し た 。 菌 を500μ1
2MTris-HC1(pH7.8)で洗 浄 した後 、100μ11NNaOH3MNaC1に 懸 濁
し た 。 溶 菌 とRNA完 全 分 解 の た め 、 こ れ を 沸 騰 水 中 で5分 間 お い た 。
室 温 ま で 冷 却 後 、100pl3MKCOOH(pH4.8)を 加 え て 中 和 し た 。
40μ1分をBA85ニ トロ セ ル ロ ー ス 紙 に 吸 着 さ せ た 。 以 後 、 通 常 の プ ラ
ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン法 に従 っ た[69】。 た だ し、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ イ シ ョ ン は45。Cで24時 間 行 な っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン後 の 放
射 活 性 の 測 定 は 、 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー(富 士 フ イ ル ム)を 用 い て 行 な
ζ0
っ た 。
7)イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
42。Cで対 数 増 殖 相 に あ る菌 をKlettUnitでOD=40に至 っ た 時 点 に て
氷 中 で 急 冷 した 。OD600。rn=0.5とな る よ う に 調 整 し、1m1分 の 懸 濁 液 を
冷5%TCA中 で 固 定 し た 。 ア セ ト ン で 洗 浄 後 、 溶 菌 、 変 性 さ せ て
10・5%ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 を 行 な っ た[72]。セ ミ ド ラ イ
ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に て ゲ ル 中 の 蛋 白 質 を ニ トロ セ ル ロ ー ス 紙 に移 行 さ
せ た 。1次 抗 体 は 、 関 水 和 久 博 士(東 大 薬 学 部)か ら分 与 さ れ た 、 ア フ
ィ ニ テ ィ精 製 ・抗DnaA抗 体 を用 い た 。2次 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結





































































































































































































































































村 上 洋 太(1987)「 大 腸 菌F因 子 の 複 製 に お け るd囲 遺 伝 子 の 関 与 に 関 す










































































































研 究活動 にお いて 「一 人」 で ある こ とに対 しては慎重 な考慮 が必 要
とされ る ものであ る。利点 も大 きいが、 その利 点 に行 き着 くまでの基
礎 を作 る過程 では妨 げ ともなる。 そ して、 その ような状 態 に至 った と
思 われた後 で も、意外 な危険 に出会 う。
5年 の 問 に、表 に出 よう と出 まい と、力 とな って くれた人達 すべ て
に感謝 している ことをここに記す。
1990年 盛 夏
